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I. Base du rapport 

1 . En ce qui conceme les elements de la demande Internationale (fes feuilles de remplacement qui ont 6te remises 
d I'office r4cepteur en r^ponse a una invitation faite conform6ment d i'article 14 sont consid^rees dans le present 
rapport comma "initialement d6pos6es" at ne sont pas jointas en annexe au rapport puisqu'efies ne contiennent 
pas de modifications (rdgies 70. 16 at 70. 17)): 

Description, pages: 

1-43 version initiale 

Revendications, N"": 

1-33 re5ue(s)le 29/12/2000 avec la lettre du 27/12/2000 

Dessins, feuilles: 

1/27-27/27 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-9, telles que initialement depos6es 

2. En ce qui conceme la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de i'administration ou 
lui ont ^t6 remis dans la langue dans laquelle la demande intematlonale a ^t^ d^pos^e, sauf indication contraire 
donn§e sous ce point. 

Ces Elements dtaient k la disposition de I'administration ou lui ont §te remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la r^gle 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la r^gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr^liminaire internationale (selon la rdgle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d*acide amines divuiguees dans la demande 
Internationale (le cas ^cheant), I'examen pr^liminaire Internationale a 6X6 effectu^ sur la base du listage des. 
sequences : 

El contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

El d^posg avec la demande internationale, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 

□ remis ult^rieurement k I'administration, sous forme 6crite. 

□ remis ult^rieurement k I'administration, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ultdrieurement ne va pas au-deld 
de la divulgation faite dans la demande telle que d^pos^e, a 6X6 foumie. 
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El La declaration, selon laquelle les informations enregistrSes sous d^chiffrabie par ordinateur sont identiques ^ 
celles du listages des sequences Presents par ^crit, a ^t^ foumie. 

4. Les modifications ont entraine Tannulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n°^ : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont eX6 considerees 

comme allant au-del^ de l'expos6 de {'invention tel qu'il a ete depose, comme 11 est indiqu6 ci-apr6s (r6gle 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annex6e au present rapport) 

6. Observations compl^mentaires, le cas ^ch^ant : 
IL Priorite 

1. □ Le present rapport a et^ formulee comme si aucune priorite n'avait 6te revendiquee, du fait que les 

documents suivants n'ont pas ^t^ remis dans le d^lai present : 

□ copie de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiquee. 

□ traduction de la demande anterieure dont la priority a ete revendiquee. 

2. □ Le present rapport a ete formuiee comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que la 

revendication de la priorite a ete jugee non valable. 

Pour les besoins du present rapport, la date de dep6t International indiquee plus haut est done 
consideree comme la date pertinente. 

3. Observations compiementaires, le cas echeant : , 

voir feuille separee 

111. Absence de formulation d*opinion quant a la nouveaute, ractivite inventive et la possibilite d'application 
industrielle 

1 . La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activite inventive 
(ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas ete examinee pour ce qui conceme : 

□ I'ensemble de la demande internationaie. 

IS les revendications n*''* 28, 33 voir citations et explications. 

parce que : 
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IS la demande intemationale, ou les revendications n^ 28, 33 en question, se rapportent k I'objet suivant, k 
regard duquel Tadministration charg§e de Texamen pr6liminaire international n'est pas tenue effectuer un 
examen pr6liminaire international (pr6ciser) : 
voir feuille separee 

□ la description, les revendications ou tes dessins (en indiquerles 6l6ments ci-dessous), ou les revendications 
n^ en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(pr6ciser) : 



□ les revendications, ou les revendications n^® en question, ne se fondent pas de fa^on ad6quate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de fonnuler une opinion valable. 

□ il n'a pas §tabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n^ en question. 

2. Le Ifstage des sequences de nucleotides ou d'acides amines n'est pas conforme k la norma prdvue dans 
('annexe C des instructions administratives, de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un examen pr6liminaire 
international significatif: 

□ le iistage pr§sent6 par ^crit n'a pas 6X6 foumi ou n'est pas confonme k ta norma. 

□ le Iistage sous forme d^chiffrable par ordinateur n'a pas 6t6 fourni ou n'est pas conforme k la nomne. 



V. Declaration motivee selon {'article 35(2) quant a la nouveaute, I'actlvite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1- Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 4, 6, 16, 18-22, 27, 30-31 

Non : Revendications 1 -3, 5, 7-1 5, 1 7, 23-26, 28-29, 32-33 

Activity inventive Oui: Revendications 16,30-31 

Non: Revendications 1-15,17-29,32-33 

Possibility d'application industrielle Oui : Revendications 1-27, 29-32 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voirfeuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clart^ des revendications, de la description et des dessins 
ct de la question de savoir si les revendications se fondent enti^rement sur la description : 
voir feuille separee 
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Remarques complementaires concernant le point I 

Ce rapport d*examen preliminaire international a ete etabli sur la base des documents 
de la presente demande ainsi que des sequences SEQ ID No 1 a SEQ ID No 28, 
pages 1 -9. 

Remarques complementaires concernant le point II 

Le document de priorite relatif a la presente demande a ete consulte. II apparait que la 
totalite des revendications jouissent du droit de priorite a compte de la date 
d'enregistrement du document de priorite (22.06.99). 

Remarques concernant le point III 

Les revendications 28 et 33, dans la mesure ou elles concernent I'utilisation in vivo d'un 
compose a des fins therapeutiques ou diagnostiques, se rapportent a un objet 
considere par cette Autorite comme entrant dans le champ de la Regie 67.1 PCT. En 
consequence, aucune opinion ne sera formulee quant a I'application industrielle de 
Tobjet de ces revendications (Article 34(4)(a)(i) PCT). 

Remarques complementaires concernant le point V 

La presente demande se rapporte a une composition comprenant deux elements, I'un 
contenant un acide nucleique d'interet sous controle d*un promoteur inductible 
constitue entre autres d'un element de reponse a un PPAR (SEQ ID No 1 , 5) et d'un 
promoteur transcriptionnel minimal, I'autre comprenant la sequence codante d'un 
PPAR sous controle d'un promoteur transcriptionnel, ces deux elements pouvant etre 
utilises de fagon simultanee ou espacee dans le temps. Cette invention peut permettre 
la regulation efficace de I'expression d'acides nucleiques in vivo a des fins cliniques, 
therapeutiques ou diagnostiques. Les exemples decrivent entre autres la construction 
de differents plasmides d'expression contenant des promoteurs inductibles par les 
PPAR, ces promoteurs pouvant contenir plusieurs elements de reponse aux PPAR, la 
construction de plasmides contenant un gene codant pour un PPAR modifie de telle 
sorte qu'll possede plusieurs sites de liaison du ligand, ainsi que des plasmides 
comprenant a la fois une cassette d'expression du regulateur transcriptionnel (PPAR) 
et une cassette d'expression inductible. 

Le present rapport d'examen preliminaire international fait mention des documents (D) 
suivants qui ont ete cites dans le Rapport International Preliminaire de Recherche 
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comme etant d'un interet particulier pour revaluation de la nouveaute et de ractlvite 
inventive de Tobjet des revendications. Le numero d'ordre qui leur est attribue ci-apres 
sera utilise dans toute la suite de la procedure: 

D1 : BARDOT, O. ET AL.: 'PPAR-RXR heterodimer activates a peroxisome 
proliferator response element upstream of the bifunctional enzyme* 
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS, vol. 
192, no. 1, 1993, pages 37-45, XP000907578 ORLANDO, FL US 

D2: WO 96 01317 A (SALK INST FOR BIOLOGICAL STUDI) 18 janvier 1996 
(1996-01-18) 

Les autres documents classes X dans le Rapport International de Recherche ont 
egalement ete consideres comme etant susceptibles d'anticiper la nouveaute et pour 
evaluer I'activite inventive de la presente demande puisque leur contribution est 
similaire a celle des documents D1 et D2. 

Nouveaute Article 33(2) POT 

Le Document D1 concerne la mise en evidence d'une sequence de reponse au PPARa 
(Peroxysome Proliferator-Activated Receptor a) en amont du gene de i'enzyme 
peroxisomal bifonctionnel. II est montre que le PPARa et le RXRa (recepteur X aux 
acides retinoTques) ferment un heterodimere capable de se lier specifiquement k cette 
sequence, demontrant ainsi le role important joue par le PPARa dans la mediation de 
Taction des proliferateurs de peroxisomes. 

Le document D2 decrit la co-transfection de cellules CVrl avec un vecteur d'expression 
d'un PPAR et un vecteur d'expression d'un gene rapporteur comprenant trois copies de 
Telement de reponse a un PPAR en amont du promoteur de la thymidine kinase, ce 
prpmoteur gouvernant Texpression du gene de la luciferase en reponse au ligand de 
PPAR, Wy 14.643. Ce document concerne egalement les diverses utilisations de cette 
invention en particulier une methode pour Texpression de PPAR recombinants ainsi 
qu'une methode de criblage de ligands de PPAR. Ces ligands peuvent etre utilises 
comme regulateur du metabolisme des lipides. 

L'Autorite d'Examen Intemational Preliminaire (AEIP) est d'avis qu'en raison d'un 
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manque de clart6 (voir les remarques complementaires concemant le point VIII), les 
revendlcatlons 1-3. 5, 7-14, 15, 17, 23-26, 28-29, 32-33 presentent un defaut de 
nouveaute (Article 33(2) PCX). 

(i) . Ainsi, le document D1 d6crit la construction de deux vecteurs plasmidiques. Tun 
comprenant le g6ne codant pour la luciferase en amont duquel se trouve le promoteur 
de la beta-globine ainsi qu'un Element de reponse au PPARa constitue de 3 sites de 
liaison du PPARa (TGACCT, un "variant fonctlonnel" des sequences SEQ ID No 1 et 
5), I'autre vecteur comprenant le gene codant pour le PPARa. Un troisiSme vecteur 
comprenant le gene codant pour le RXRa est egalement d^crit. Ces vecteurs sont 
utilises dans des experiences de co-transfections de cellules hepatiques de souris pour 
etudier le role du PPARa dans la regulation de ['expression du gene codant pour la 
luciferase en presence ou en absence de Wy-1 4,643, un ligand de PPARa (page 38, 
"plasmid constructions" et "transcfection assays"; page 39, "results" lignes 7-10; figure 
1, 4; page 44 "discussion" lignes 3-10). 

Ainsi, le document D1 anticipe la nouveaute des revendications 1-3, 5, 7-14, 15, 17, 
23-26, 28-29. 

Le document D2 pr6sentant le meme "variant fonctionnel" de PPRE (TGACCT) que le 
document D1, est egalement susceptible d'anticiper la nouveaute de ces memes 
revendications 

(ii) . Les revendications 32 et 33 concement un proc6de d'Identification de ligands des 
PPAR comprenant la mise en contact d'une cellule modifiee par la composition ou le 
vecteur revendique ainsi qu'une molecule test et la mise en evidence de I'expression 
d'un gene d'interet. 

Le document D2 presente une methode de criblage d'agonistes pour les recepteurs 
PPARy et 5, cette methode comprenant une etape de mise en contact d'une cellule 
avec la molecule test, cette cellule exprimant I'un desdits recepteurs ainsi qu'un gene 
rapporteur dont la sequence codante est reliee a un element de reponse a un PPAR. 
Cette methode comprend en outre, la mesure du niveau d'expression du gene 
rapporteur, cette expression refletant I'activite transcriptionnelle du PPAR et par 
consequent la presence d'un complexe recepteur-ligand actif (page 28, lignes 4-9 et 
page 34-35, revendication 14). 

Le document D2 anticipe, par consequent, la nouveaute des revendications 32 et 33. 
De m§me, la nouveaute de I'objet de ces revendications ne pourrait pas etre reconnu 
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eu 4gard a la description de proc^d^s similaires dans plusieurs des autres documents 
cites dans le Rapport International de Recherche. 

(Hi). Aucun des documents de I'art ant^rieur cites dans le rapport prellminaire de 
recherche ne d6crit ou ne suggdre la composition, le vecteur, le precede, le polypeptide 
et Tacide nucleique dont font I'objet respectivement les revendications 4, 6, 16, 18-22 
30 et 31 qui satisfont par consequent aux conditions de nouveaute de I'Article 33(2) du 
PCT. 

Activite inventive (Article 33(3) PCT) 

A la lecture de I'art anterieur concernant les PPAR, il est semble que quand bien meme 
le Demandeur llmlterait I'objet revendique aux seules sequences SEQ ID No 1 et 5, 
celui-ci ne satisferait pas aux conditions de I'Article 33(3) PCT. En effet, les differents 
PPARs reconnaissent divers elements de reponse aux PPARs. Le choix des 
sequences SEQ ID No 1 et 5 semble purement arbitraire et ne contribue pas a un/des 
effet(s) technique(s) ou avantage(s) particulier(s). De plus, la sequence SEQ ID No 5 
comprend la sequence complementaire de I'el^ment de reponse a un PPAR des 
documents D1 et D2 (TGACCT), ce qui entrainerait egalement une absence d'activite 
inventive pour les revendications precit^es. 

(i) . La revendlcation 6 concerne I'emploi d'un virus adeno-associe en tant que vecteur 
pour la constmction genetique revendiquee. L'utilisation d'un tel vecteur est purement 
arbitraire eu egard au fait que celui-ci ne confere aucun effet technique particulier 
pouvant etre considere comme une contribution positive a I'activite inventive. En 
consequence, la revendication 6 ne satisfait pas aux conditions de I'Article 33(3) PCT. 

(ii) . L'insertion de deux (ou davantage) cassettes d'expression dans un seul vecteur est 
une des nombreuses alternatives connues de I'homme du metier pour co-exprimer 
differents genes. De plus, I'assemblage de deux cassettes d'expression en orientation 
opposee pour former un "promoteur bidirectionnel regulable" est une pratique connue 
dans le domaine technique correspondant et n'apporte par consequent, aucune 
contribution a I'activite inventive. Ainsi, les revendications 4, 18-22 ne sent pas 
inventives. 

(iii) . La revendication 27 se rapporte au proced6 revendiqu§ pennettant I'expression 
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regulee d'un acide nucleique dans une cellule musculalre. Le choix du type cellulaire 
employe est arbitraire et ne temoigne pas d'une activite inventive particuliere, et ce 
d'autant plus qu'il est le seul type cellulaire a avoir ete utilise avec les constructions 
genetiques revendiquees. La revendication 27 n'est, par consequent, pas inventive. 

Aucun des documents de I'art anterieur cites dans le rapport preliminaire de recherche 
ne decrit ou ne suggere la composition, le polypeptide et racide nucleique dont font 
Tobjet respectivement les revendications 16, 30 et 31 qui satlsfont par consequent aux 
conditions d'inventivite de TArticle 33(3) du PCT. 

Application Industrielle (Article 33(4) PCT) 

L'attention du Demandeur est attiree sur le fait qu'il n'exisle pas de critere unifie dans 
les Etats parties au PCT pour determiner si les revendications 28 et 33 sont 
susceptibles d'application industrielle. La brevetabilite peut aussi dependre de la 
maniere dont les revendications ont ete fomiulees. Ainsi, I'Office Europeen des Brevets 
ne considere pas comma susceptible d'application industrielle Fobjet de revendications 
d'utilisation in vivo d'un compose a des fins therapeutiques ou diagnostiques. 

En revanche, les revendications 1-27 et 29-32 satisfaisant aux conditions de I'Article 
33(4) du PCT sont susceptibles d'application industrielle. 

Remarques compiementaires concernant le point VIII 

Les objections suivantes sont emises en vertu de I'Article 6 PCT en combinaison avec 
la Regie 6.3 PCT concernant la clarte des revendications: 

(i). Uobjet d'une revendication doit etre clair par la seule redaction de cette 
revendication et doit definir i'objet pour lequel la protection est recherchee par des 
caracteristiques techniques (voir Directives pour I'Examen Preliminaire International du 
PCT, III-4.2). 

L'AEIP est d'avis que les termes "un acide nucleique". "element" et "variants 
fonctionnels" sont vagues et equivoques. 

De meme, la caracterisation d'un produit simplement par son nom (tel que PPAR, 
PPAR modifie ou RXR) ou par sa fonction (telle que promoteur, promoteur inductible, 
promoteur bidirectionnel regulable, element de reponse, site de liaison, region non 
essentielle, region amplificatrice, ligand de PPAR) sans reelle signification technique ne 
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satisfait pas aux exigences de rArticle 6 PCT en combinaison avec la Regie 6.3 PCT. 
En outre, les elements de reponse, les promoteurs, les sites de liaisons, les ligands 
etc... etant des molecules chimiques, elles doivent etre caracterisees clairement et de 
fagon non ambigiie par leur sequence de nucleotides/leur structure chimique c'est a 
dire en faisant reference a leur SEQ ID No specifique et/ou a un numero de figure. 
II est par consequent necessaire de reformuler les revendications 1-4, 7-22, 30-33 pour 
exposer I'invention a Taide de caracteristiques techniques et ainsi eliminer toute 
incertitude. 

(II), II est difficile de concevoir une utilisation "separee" et non "espacee dans le temps" 
de deux "elements" appartenant a une meme composition. Les revendications 1 et 2 
presentent done un defaut de clarte. 

(iii) . La revendication 5 mentionne Tutilisation de "la construction genetique" selon la 
revendication 3 qui elle decrit i'emploi de "constructions genetiques distinctes". Le 
contenu de la revendication 5 n*est par consequent pas coherent avec la revendication 
3. 

(iv) . L'expression "variants fonctionnels" dans les revendications 8 et 9 implique que 
toute sequence possedant au moins un nucleotide des sequences SEQ ID No 1 et 5 et 
pour laquelle un PPAR presente une affinite remplit les conditions des revendications 8 
et 9. De plus, une telle expression implique que la sequence SEQ ID No 1 est un 
"variant fonctionnel" de la sequence SEQ ID No 5 (et vice versa). 

(v) . Le terme "delete" dans la revendication 1 1 ne donne aucune precision quant a 
Tetendue de la deletion en question. Ainsi, la deletion de regi6h(s) non essentielle{s) a 
la transcription peut etre interpretee comme la deletion d'un nucleotide des lors que 
celle-ci n'affecte pas I'activite transcriptionnelle. 

(vi) . Les revendications 1 et 21 ne definissent pas clairement I'objet de la protection 
demandee (Article 6 PCT en combinaison avec la Rdgle 6.3(a) PCT). En effet. celles-ci 
ne mentionnent pas I'orientation des "elements de reponse a un PPAR" de telle sorte 
qu' il est impossible de savoir quel gene verra son expression principalement regulee 
par le biais de ces "elements de reponse a un PPAR" au sein d'un vecteur comprenant 
un "promoteur bidirectionnel regulable". 
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(vii) . L'expression "cellule modifi^e" dans la revendication 29 ne donne aucune 
information quant au type de modification que la cellule a subie en temne de 
caracteristiques techniques. Une revendication de produit dans laquelle le produit est 
defini par son precede de fabrication n'est acceptable que si le produit en tant que tel 
est nouveau et implique une activite inventive, ce qui n'est pas le cas de I'objet de la 
revendication 29. 

De plus, la seule mise en contact d'une cellule avec un vecteur (meme viral) ne suffit 
pas a ladite cellule pour etre modifiee. L'objet de la revendication 29 est insuffisamment 
decrit. 

(viii) . Le terme "produit" dans la revendication 24 est tres vague. II est impossible de 
determiner la nature du "produit" en question a la lecture de la revendication. 

(ix) . L'expose de la revendication 33 ne precise pas a quoi/qui la composition ou le 
vecteur revendique est administre pour identifier des ligands de PPAR. Une bacterie? 
Une levure? une plante? Une souris? 
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This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
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This RRPORT consists of a total of 1 1 sheets, including this cover sheet. 

1 1 This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
' — ' amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of sheets. 


3. 


This report contains indications relating to the following items: 






Basis of the report 




II lEI 


Priority 




III IE! 


Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 




IV □ 


Lack of unity of invention 




V lEl 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 




VI □ 


Certain documents cited 




VII □ 


Certain defects in the international application 
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Certain observations on the international application 
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I. Basis of the report 



1 . With regard to the elements of the international application:* 
|~| the international application as originally filed 

1^ the description: 

pages M3 

pages 

pages 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



1-33 



filed with the letter of 29 December 2000 (29. 12.2000) 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/27-27/27 



, as originally filed 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



1-9 



, as originally filed 

filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

^ contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

Q The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 



□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

□ 



the drawings, sheets/fig . 



5 I I report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70,16 

and 70.17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacemeru sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are re/erred to in this report as "onginalfyjiled'' and are not annexed to the report since they do not contam 

The present international preliminary examination report 
is based on the documents of the present application as 
well as sequences SEQ ID NO 1 to SEQ ID NO 28 (pages 1- 
9) . 
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II. Priority 



I I This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 
I — I limit the requested: 

r~| copy of the earlier application whose priority has been claimed. 

I I translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

2 [ZJ ^^P^'^ established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found invalid 

Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 

3. Additional observations, if necessary: 
SEE SEPARATE SHEET 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: II. 



The priority document relevant to the present application 
has been checked- It appears that the claims in their 
entirety benefit from a right of priority as of the 
registration date of the priority document (22 June 
1999) . 
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III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 



□ the 



entire international application. 



lAI claims Nos. 28.33 

because: 

K7\ the said international application, or the said claims Nos. 28.33 



relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 
SEE SEPl^TE SHEET 



I I the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. . 
' — ' are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

I I no international search report has been established for said claims Nos. . 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 



f~| the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

I I the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 



Form PCT/IPEA/409 (Box III) (July 1998) 



INTERNATIONAL Pi 




fARY EXAMINATION REPORT 




ttemational application No. 

'CT/FR 00/01744 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: III* 

The present Authority considers that the subject matter 
of claims 28 and 33 is covered by the provisions of PCT 
Rule 67 . 1 in so far as it relates to the in vivo use of a 
compound for therapeutic or diagnostic purposes. For this 
reason, no opinion will be given on the question of 
whether the subject matter of these claims is 
industrially applicable (PCT Article 34(4) (a) (i) ) . 
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1. 


Statement 












Novelty (N) 


Claims 


4, 6, 16, 18-22, 27, 


30, 31 


YES 






Claims 


1-3, 5, 7-15, 17, 23-26, 
32, 33 


28, 29, 


NO 




Inventive step (IS) 


Claims 


16, 30, 31 




YES 






Claims 


1-15, 17-29, 32 


, 33 


NO 




Industrial applicability (lA) 


Claims 


1-27, 29-32 




YES 






Claims 






NO 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and eiplanations supporting such statement 



2. Citations and explanations 

The present application relates to a composition including 
two elements of which one contains a nucleic acid of 
interest under the control of an inducible promoter 
consisting, inter alia^ of a PPAR response element (SEQ ID 
NO 1, 5) and a minimum transcriptional promoter, while the 
other includes the coding sequence of a PPAR under the 
control of a transcriptional promoter. Said elements can 
be used simultaneously or at different times. The present 
invention can enable effective regulation of in vivo 
nucleic acid expression for clinical, therapeutic or 
diagnostic purposes. The examples describe, inter alia, 
the construction of various expression plasmids containing 
PPAR-inducible promoters that optionally contain a 
plurality of PPAR response elements, the construction of 
plasmids containing a gene coding for a PPAR modified in 
such a way that it has a plurality of ligand binding 
sites, as well as plasmids including both an expression 
cassette of the transcriptional regulator (PPAR) and an 
inducible expression cassette. 



The present international preliminary examination report 
refers to the following documents (D) cited in the 
international preliminary search report as being 
particularly relevant to the assessment of the novelty and 
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inventive step of the subject matter of the claims. The 
numbering given below will be used throughout the rest of 
the procedure. 



Dl: BARDOT, O., ET AL. : ^PPAR-RXR heterodimer 
activates a peroxisome proliferator response element 
upstream of the bifunctional enzyme' , BIOCHEMICAL 
AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS, vol. 192, 
no. 1, 1993, pages 37-45, XP000907578, ORLANDO, FL, 
US 

D2: WO 96 01317 A (SALK INST FOR BIOLOGICAL STUDI) 
18 January 1996 (1996-01-18) 

The other documents cited as ^'X" documents in the 
international search report have also been considered 
likely to anticipate the subject matter of the claims and 
have been taken into account in the assessment of the 
inventive step of the present application because their 
contribution is similar to that of documents Dl and D2. 



Novelty (PCT Article 33(2)) 



Document Dl relates to the revelation of a PPARa 
(Peroxisome Prolif erator-Activated Receptor a) response 
sequence upstream from the bifunctional peroxisome enzyme. 
It has been shown that PPARa and RXRa (retinoic acid 
receptor X) form a heterodimer capable of specifically 
binding to said sequence, thereby demonstrating the 
important part played by PPARa in mediating the activity 
of peroxisome prolif erators. 

Document D2 describes the co-transf ection of CV-1 cells 
with an expression vector of a PPAR and an expression 
vector of a reporter gene including three copies of the 
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PPAR response element upstream from the thymidine kinase 
promoter that governs the expression of the luciferase 
gene in response to the PPAR ligand, Wy 14.643. Document 
D2 also relates to various uses of said invention, 
particularly a method for recombinant PPAR expression as 
well as a method for screening for PPAR ligands. The 
ligands can be used as a lipid metabolism regulator. 

The International Preliminary Examining Authority (IPEA) 
is of the opinion that, because of a lack of clarity (see 
the complementary observations in Box VIII), claims 1-3, 
5, 7-14, 15, 17, 23-26, 28, 29, 32 and 33 lack novelty 
(PCT Article 33(2) ) . 

(i) Document Dl describes the construction of two plasmid 
vectors of which one includes the gene coding for the 
luciferase upstream from which the beta globin promoter is 
located, as well as a PPARa response element consisting of 
three PPARa binding sites (TGACCT, a 'Afunctional variant" 
of sequences SEQ ID NO 1 and 5), while the other vector 
includes the gene coding for PPARa. A third vector 
including the gene coding for RXRa is also described. 
These vectors are used in mouse liver cell co-transf ection 
experiments to study the part played by PPARa in the 
regulation of the expression of the gene coding for 
luciferase in the presence or absence of Wy--14,643, a 
PPARa ligand (page 38, ''plasmid constructions" and 
"transfection assays"; page 39, "results", lines 7-10; 
figures 1 and 4; page 44, "discussion", lines 3-10). 
Therefore, document Dl deprives claims 1-3, 5, 7-14, 15, 
17, 23-26, 28 and 29 of novelty. 

Since document D2 describes the same "functional variant" 
as document Dl, it too is considered to deprive said 
claims of novelty. 
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(ii) Claims 32 and 33 relate to a method for identifying 
PPAR ligands by contacting a cell modified by means of the 
composition or vector claimed, as well as a test molecule, 
and revealing the expression of a gene of interest. 
Document D2 describes a method for screening PPARy AND 5 
receptor agonists, which method includes a step of 
contacting a cell with the test molecule, where said cell 
expresses one of said receptors as well as a reporter gene 
of which the coding sequence is linked to a PPAR response 
element. Said method further includes measuring the level 
of expression of the reporter gene, where said expression 
reflects the transcriptional activity of the PPAR and thus 
the presence of an active ligand/receptor complex (page 
28, lines 4-9 and 34-35, claim 14). 

It follows that document 02 deprives claims 32 and 33 of 
novelty. 

Similarly, the novelty of the subject matter of these 
claims cannot be acknowledged in view of the description 
of similar methods in a number of the other documents 
cited in the international search report. 

(iii) None of the prior art documents cited in the 
preliminary search report describes or suggests the 
composition, the method, the polypeptide and the nucleic 
acid forming the respective subject matter of claims 4, 6, 
16, 18-22, 30 and 31, which therefore comply with the 
requirements of novelty of PCT Article 33(2). 

Inventive step (PCT Article 33 (3) ) 

In the light of the prior art relating to PPARs, it 
appears that even if the applicant were to restrict the 
subject matter claimed to sequences SEQ ID NO 1 and 5 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



IMINARY EXAMINATION REPORT M 



^I nternational application No. 

INTERNATIONAL PV^IMINARY EXAMINATION REPORT WpCT /FR 00/01744 

alone, said subject matter would still fail to comply with 
the requirements of PCT Article 33(3). Indeed, the various 
PPARs recognise various PPAR response elements. The 
selection of sequences SEQ ID NO 1 and 5 appears to be 
completely arbitrary and does not contribute to one or 
more particular technical effects or advantages. 
Furthermore, sequence SEQ ID NO 5 includes the sequence 
complementary to the PPAR response element of documents Dl 
and D2 (TGACCT) , and thus also leads to a lack of 
inventive step in the above-mentioned claims. 

(i) Claim 6 relates to the use of an adeno-associated 
virus as a vector for the claimed genetic construction. 
The use of such a vector is completely arbitrary since it 
does not lead to a particular technical effect that might 
be considered to make a positive contribution to an 
inventive step. Therefore, claim 6 fails to comply with 
the requirements of PCT Article 33(3). 

(ii) The insertion of two (or more) expression cassettes 
into a single vector is one of many alternatives known to 
a person skilled in the art seeking to co-express various 
genes. Moreover, assembling two expression cassettes in 
mutually reversed positions to form a controllable two- 
way promoter" is part of known practice in the technical 
field in question and thus makes no contribution to an 
inventive step. It follows that claims 4 and 18-22 are not 
inventive . 



(iii) Claim 27 relates to the claimed method enabling the 
controlled expression of a nucleic acid in a muscle cell. 
The selection of the cell type used is arbitrary and does 
not involve the exercise of any particular inventive 
skill, especially since it is the only cell type to have 
been used with the genetic constructions claimed. It 
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follows that claim 27 is not inventive. 



None of the prior art documents cited in the preliminary 
search report describes or suggests the composition, the 
polypeptide and the nucleic acid forming the respective 
subject matter of claims 16, 30 and 31, which therefore 
comply with the requirements of inventive step of PCT 
Article 33 (3) . 

Industrial applicability (PCT Article 33(4)) 



The applicant's attention is drawn to the fact that there 
are no uniform criteria in the PCT Contracting States for 
determining whether claims 28 and 33 are industrially 
applicable. Patentability may also be dependent on the way 
in which the claims are worded. Therefore, the European 
Patent Office does not consider the subject matter of use 
claims relating to the in vivo therapeutic or diagnostic 
use of a compound to be industrially applicable. 



However, claims 1-27 and 29-32 comply with the 
requirements of PCT Article 33(4) and are thus 

industrially applicable . 
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VIII. Certain bservations on the international application 



rhe following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The following objections are raised under the terms of PCT 
Article 6 in combination with PCT Rule 6.3 relating to the 
clarity of the claims. 



(i) The subject matter of a claim must be clear from the 
wording of the claim alone and must define the subject 
matter for which protection is sought in terms of 
technical features (see the PCT International Preliminary 
Examination Guidelines, III-4.2). 

The IPEA is of the opinion that the terms ^^a nucleic 
acid", ^'element" and ^'functional variants" are vague and 
equivocal. 

Similarly, characterising a product merely in terms of its 
name (such as PPAR, modified PPAR or RXR) or function 
(e.g. promoter, inducible promoter, controllable two-way 
promoter, response element, binding site, non-essential 
region, amplifier region, PPAR ligand) with no real 
technical meaning fails to comply with the requirements of 
PCT Article 6 in combination with PCT Rule 6.3. 
Furthermore, since the response elements, promoters, 
binding sites, ligands, etc., are chemical molecules, they 
should be characterised clearly and unambiguously in terms 
of their nucleotide sequence or chemical structure, i.e. 
by reference to their specific SEQ ID NO and/or a figure. 
It is therefore necessary to reword claims 1-4, 7-22 and 
30-33 so as to disclose the invention using technical 
features and thus dispel any uncertainty. 

(ii) It is difficult to imagine how two elements" that 
are part of a single composition could be used 
''separately" but not "at different times". Claims 1 and 2 
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VIII. Certain observations on the international application 



are thus unclear, 



(ill) Claim 5 mentions the use of the genetic 
construction" according to claim 3, which in turn 
describes the use of separate genetic constructions". 
Therefore, the content of claim 5 is inconsistent with 
claim 3, 

(iv) The term ^'functional variants" used in claims 8 and 9 
means that any sequence which has at least one nucleotide 
from sequences SEQ ID NO 1 and 5 and for which a PPAR has 
affinity meets the criteria of claims 8 and 9. 
Furthermore, such a term suggests that SEQ ID NO 1 is a 
''functional variant" of SEQ ID NO 5 (and vice versa) . 

(v) The term "deleted" used in claim 11 does not specify 
the extent of the deletion in question. Therefore, the 
deletion of one or more regions that are not essential for 
transcription can be interpreted as the deletion of a 
nucleotide as long as such deletion does not affect the 
transcriptional activity. 

(vi) Claims 1 and 21 do not clearly define the subject 
matter for which protection is sought (PCT Article 6 in 
combination with PCT Rule 6.3(a)). Indeed, said claims do 
not mention the orientation of the "PPAR response 
elements", meaning that it is impossible to tell what gene 
will have its expression regulated mainly by means of said 
"PPAR response elements" within a vector including a 
"controllable two-way promoter" . 

(vii) The expression "modified cell" used in claim 29 
provides no information on the type of modification that 
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VIII. Certain observations on the international application 



has been carried out on the cell in terms of technical 
features. A product claim in which the product is defined 
in terms of the method for making same is not acceptable 
unless the product as such is novel and involves an 
inventive step, which is not the case with the subject 
matter of claim 29. 

Furthermore, merely contacting a cell with a vector (even 
a viral vector) is not sufficient to modify the cell. The 
subject matter of claim 29 has been insufficiently 
described. 

(viii) The term "'product'' used in claim 24 is very vague. 
It is impossible to determine the nature of the ''product" 
in question from reading the claim. 

(ix) The disclosure of claim 33 does not specify to what 
or to whom the claimed composition or vector is 
administered in order to identify PPAR ligands. Is it a 
bacterium? A yeast? A plant? A mouse? 
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4. The amendments have resulted in the cancellation of: 

n the description, pages 

□ the claims, Nos. 

□ the drawings, sheets/lig 

5. □ This report has been written disregarding (some of) the amendments, which were considered as 

going !>eyond the description of the invention, as filed, as is indicated below (Rule 70.2(c)): 

(Afl rBplacement sheets comprising amendments of this nature should be indicated in point l and 
attached to this report), 

6. Additional observations, if necessary: 
11. Priority 

1 . □ This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within 
the prescribed time limit the requested: 

□ copy of the earlier application whose priority has been claimed 

□ translation of the earlier application whose priority has been claimed. 



Z. □ This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the pnohty 
claim has been found invalid. 



Thus for the purposes of this report, the intemationa) filing date indicated above is considered to be the 
relevant date, 

3, Additional observations, rf necessary: 
see separate sheet 



ill. Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventh/e step and industrial applicability 



The questions whether the claimed inv ntion appears to be novel, to involve an inventive step (to be non- 
obvious), or to be industrially applicable hav not been and will not be examined in respect of: 

□ the entir international application, 

SI claims Nos. 28,33 see citations and explanations. 



because: 
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IS the said international application, or the said claims Nos. 28,33 relate to the following subject matter 
which does not require an international preliminary examination (specify): 
aee separate sheet 

□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are so 
unclear that no meaningful opinion could be formed (specify); 



□ the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful 
opinion could be formed. 

□ no international search report has been established for said claims Nos. 

2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the 

nucleotide and/or amino acid sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the 
Administrative Instructions: 



□ the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

n the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 



V. Reasoned statement under Article 35<2) with regard to novelty, inventive step or Industrial 
applicability; citations and explanations supporting such etatement 

1, Statement 



Novelty 


Yes: 


Claims 


4. 6.16, 18-22, 27, 30-31 


No: 


Claims 


1-3, 5, 7-15. 17, 23-26. 28-29, 32-33 


Inventive Step 


Yes: 


Claims 


16. 30-31 




No: 


Claims 


1-15. 17.29p 32-33 


Industrial Applicability 


Yes: 


Claims 


1-27, 29-32 




No; 


Clainrrs 





2. Citations and explanations 
see separate sheet 



Vlll. Certain observations In the international application 



The following observations on the clarity of the claims, descriptions, and drawings or on the question whether 
the claims are fully supported by the description, are made: 
see separate sheet 
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Additional remarks regarding point I 

This international preliminary examination report was established on the basis of the 
documents of the present application as well as of sequences SEQ ID N9. 1 to SEQ 
ID No, 28, pages 1-9. 

Additional remarks regarding point il 

The priority document relating to the present application has been consulted. It 
appears that all the claims benefit from the right of. priority starting from the date of 
registration of the priority document (22.06,99), 

Remarks regarding point III 

Claims 28 and 33, in so far as they relate to the in vivo use of a compound for 
therapeutic or diagnostic purposes, relate to a subject matter considered by this 
Authority as coming within the field of Rule 67.1 PCT. Consequently, no opinion will 
be formulated as to the industrial application of the subject matter of these claims 
(Article 34(4)(a)(i) PCT). 

Additional remarks regarding point V 

The present application relates to a composition comprising two elements,, one 
containing a nucleic acid of interest under the control of an inducible promoter 
consisting, inter alia, of a PPAR response element (SEQ ID No- 1, 5) and of a 
minimal transcriptional promoter, the other comprising the sequence encoding a 
PPAR under the control of a transcriptional promoter, it being possible for these two 
elements to be used simultaneously or spaced out over time. This invention can 
allow the effective regulation of the expression of nucleic acids in vivo for clinical, 
therapeutic or diagnostic purposes. The examples describe, inter alia, the 
construction of various expression plasmids containing promoters inducible by 
PPARs, It being possible for these promoters to contain several PPAR response 
elements, the construction of plasmids containing a gene encoding a PPAR modified 
such that It possesses several ligand binding sites, as well as plasmids comprising 
both a cassette for expression of the transcriptional regulator (PPAR) and an 
inducible expression cassette. 

The present international preliminary examination report mentions the following 
documents (D) which were cited in the International Preliminary Search Report as 
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being of particular interest for evaluating the novelty and the inventive step of the 
subject matter of the claims. The serial number which is attributed to them below will 
be used in the remainder of the procedure: 

D1: BARDOT, O. ET AL.: PPAR-RXR heterodimer activates a peroxisome 
prollferator response element upstream of the bifunctional enzyme' 
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 

COMMUNICATIONS, vol. 192, No. 1. 1993, pages 37-45, 
XP000907578 ORLANDO, FL US 

D2: WO 96 01317 A (SALK INST FOR BIOLOGICAL STUDI) 18 January 
1996 (1998-01-18) 

The other documents classified X in the International Search Report were also 
considered as being capable of anticipating the novelty and for evaluating the 
inventive step of the present application since their contribution Is similar to that of 
documents D1 and 02. 

Novelty Article 33(2) POT 

Document D1 relates to the identification of a PPARa response sequence 
(Peroxysome Proliferator-Aclivated Receptor a) upstream of the bifunctional 
peroxisomal enzyme gene. It is shown that PPARa and RXRa (retinoid X receptor) 
form a heterodimer capable of specifically binding to this sequence, thus 
demonstrating the important role played by PPARa in mediating the action of 
peroxisome proliferators. 

Document D2 describes the co-trartsfection of CV-1 cells with a vector for the 
expression of a PPAR and a vector for the expression of a reporter gene comprising 
three copies of the PPAR response element upstream of the thymidine kinase 
promot r, this promoter governing the expression of the luclferase gene in response 
to the PPAR ligand, Wy 14.643. This document also relates to the various uses of 
• this invention, in particular a method for the expression of recombinant PPARs as 
well as a method for screening PPAR ligands. These ligands may be used as a 
regulator of the metabolism of lipids. 
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The International Preliminary Examination Authority (IPEA) is of the opinion that, 
because of a lack of clarity (see the additional remarks regarding point VIII), Claims 
1-3, 5, 7-14. 15, 17, 23-26, 28-29, 32-33 exhibit a lack of novelty (Article 33(2) PCT). 

(I) . Thus, document 01 describes the construction of two plasmid vectors, one 
■ comprising the gene encoding luclferase upstream of which there is the beta-globin 
promoter as well as a PPARa response element corii>isting of three PPARa binding 

;Sites (TGACCT, a "functional variant" of sequences SEQ ID No. 1 and 5), the other 
vector comprising the gene encoding PPARa. A third vector comprising the gene 
encoding RXRa is also described. These vectors are used in experiments for 
cotransfectlons of mouse hepatic cells for studying the role of PPARa in the 
regulation of the expression of the gene encoding luclferase in the presence or in 
the absence of Wy-1 4,643, a PPARa ligand (page 38, "plasmid constructions" and 
Iransfection assays"; page 39, **results** lines 7-10; Figure 1, 4; page 44 "discussion" 
lines 3-10). 

Thus, document Dl anticipates the novelty of Claims 1-3, 5, 7-14, 15, 17, 23-26, 28- 
29. 

Document D2, presenting the same "functional variant" of PPRE (TGACCT) as 
document Dl , is also capable of anticipating the novelty of these same claims. 

(II) . Claims 32 and 33 relate to a method for identifying PPAR ligands comprising 
bringing into contact a cell modified by the composition or the vector claimed as well 
as a test molecule and Identifying the expression of a gene of interest. 
Document D2 presents a method for screening agonists for the PPARy and 5 
receptors, this method comprising a step of bringing a cell into contact with the test 
molecule, this cell expressing one of the said receptors as well as a reporter gene 
whose coding sequence is linked to a PPAR response element. This method 
comprises, in addition, measuring the level of expression of the reporter gene, this 
expression reflecting the transcriptional activity of the PPAR and consequently the 
presence of an active receptor-ligand complex (page 28, lines 4-9 and page 34-35, 
Claim 14). 

Document D2 consequently anticipates the novelty of Claims 32 and 33. Likewise, 
the novelty of the subject matter of these claims cannot be recognized in the light of 
the description of similar methods in several of the other documents cited in the 
International Search Report. 
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j (iii). None of the prior art docunnents cited in the preliminary search report describes 
! or suggests the connposition, the vector, the method, the polypeptide and the nucleic 
I acid which are the subject matter of claims 4, 6, 16, 18-22, 30 and 31, respectively, 
which consequently satisfy the conditions of novelty of Article 33(2) PCI. 

Inventive step (Article 33(3) PCX) 

On reading the prior art relating to the PPARs, it appears that even if the Applicant 
were to limit the subject matter claimed solely to sequences SEQ ID No. 1 and 5, it 
^ould not satisfy the conditions of Article 33(3) PCT. Indeed, the dirferent'PPARs 

recognize various PPAR response elements. The choice ot sequences SEQ ID No. 
1 and 5 appears to be purely arbitrary and does not contribute to (a) particular 
advantageous technical effect(s). Furthermore, sequence SEQ ID No, 5 comprises 
the sequence complementary to the PPAR response element of documents D1 and 
D2 (TGACCT), which would also result in a lack of Inventive step for the 
abovementioned claims. 

(I). Claim 6 relates to the use of an adeno-associated virus as vector for the genetic 
construct claimed. The use of such a vector is purely arbitrary in the light of the fact 
that it does not confer any particular technical effect which may be considered as a 
positive contribution to the inventive step. Consequently, Claim 6 does not satisfy 
the conditions of Article 33(3) PCT. 

(ii). The insertion of two (or more) expression cassettes into a single vector is one of 
the many alternatives known to a person skilled in the art for co-expressing different 
genes. Furthermore, the assembling of two expression cassettes in opposite 
orientation in order to form a ''regulatable bidirectional promoter" Is a practice known 
in the corresponding technical field and consequently makes no contribution to the 
inventive step. Thus, Claims 4, 18-22 are not inventive. 

(HI). Claim 27 relates to the claimed method allowing the regulated expression of a 
nucleic acid in a muscle cell. The choice of the cell type used is arbitrary and does 
: not reflect a particular inventive step, all the more so since it is the only cell type to 
i have been used with the genetic constructs claimed. Claim 27 is consequently not 
inventive. 
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iNone of the prior art documents cited in the preliminary search report descriiaes or 
j suggests the composition, the polypeptide and the nucleic acid which are the subject 
i matter of Claims 16. 30 and 31, respectively, which consequently satisfy the 
' conditions of inventiveness of Article 33(3) PCT, 

Industrial application (Article 33(4) PCX) 

The Applicant's attention is drawn to the fact that there is no unified criterion in the 
States which are parties to the PCT for determining whether Claims 28 and 33 are 
.susceptible of industrial application. Patentability may also depend on the manner In 
which the claims were formulated. Thus, the European Patent Office does not 
consider as susceptible of industrial application the subject matter of claims for usirrg 
m vivo a cdmpOund for' therapetttic or diagsbstic purposes, 



On the other hand, Claims 1-27 and 29-32 which satisfy the. conditions of Article 
33(4) PCT are susceptible of industrial application. 

Additional remarks regarding point VIII 

The following objections are stated by virtue of Article 6 PCT in combination with 
Rule 6.3 PCT regarding the clarity of the claims: 

(i). The subject matter of a claim should be dear solely from the wording of this 
claim and should define the subject matter for which protection is sought by 
technical characteristics (see Directives for the PCT International Preliminary 
Examination. III-4.2). 

The IPEA is of the opinion that the tenms "a nucleic acid", "element" and functional 
variants" are vague and ambiguous. 

Likewise, the characterization of a product simply by its name (such as PPAR, 
modified . PPAR or RXR) or by its function (such as promoter, inducible promoter, 
regulatable bidirectional promoter, response element, binding site, nonessential 
region, enhancer region, PPAR ligand) without, a real technical meaning does not 
satisfy the requirements of Article 6 PCT in combination with Rul 6.3 PCT. 
I In addition, the response elements, promoters, binding sites, ligands and the like 
j being chemical molecules, they must be clearly and unambiguously characterized by 
i their nucleotide sequence/their chemical structure, that, is to say with reference to 
; their specific SEQ ID No. and/or to a figure number, 
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It is consequently necessary to reformulate Claims 1-4, 7-22, 30-33 in order to 
: disclose the invention with the aid of technical characteristics and thus remove any 
' uncertainty. 

(li). It is difficult to understand a use "separately'* and not '^spaced out over time" of 
; two "elements'* belonging to the same composition. Claims 1 and 2 therefore lack 
clarity. 

(ill). Claim 5 mentions the use of Ihe genetic construct" according to Claim 3 which 
for its part describes the use of "distinct genetic constructs". The content of Claim 5 
is consequently not consistent with Claim 3. 

(Iv). The expression "functional variants" in Claims 8 and 9 implies that any 
sequence possessing at least one nucleotide of sequences SEQ ID No. 1 and 5 and 
for^ which a PPAf^ exhibits affinity fulfils the conditions ov Claims' 8 and '"Q, 

Furthermore, such an expression implies that sequence SEQ ID No. 1 is a 
"functional varianf of sequence SEQ ID No. 5 (and vice versa). 

(v) . The term "deleted" in Claim 1 1 gives no clarification as to the extent of the 
deletion in question. Thus, the deletion of (a) region(s) not essential for the 
transcription may be interpreted as the deletion of a nucleotide as long as it does not 
affect the transcriptional activity. 

(vi) . Claims 1 and 2t do not cleariy define the subject matter of the protection 
applied for (Article 6 POT in combination with Rule 6,3(a) PCT. Indeed, they do not 
mention the orientation of the "PPAR response elements" such that it is impossible 
to know the gene whose expression will be mainly regulated by means of these 
"PPAR response elements" within a vector comprising a "regulatable bidirectional 
promoter". 

j (vil)* The expression "modified c ir in Claim 29 giv s no information as to the type 
I of modification to which the cell has been subjected in terms of technical 
I characteristics. A product claim in which the product Is defined by its method of 
! manufacture is only acceptable if the product as such is novel and involves an 
inventive step, which is not th case for the subject matter of Claim 29. 
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Furthermore, the mere bringing of a cell into contact with a vector (even viral) is not 
sufficient for the said cell to be modified. The subject matter of Claim 29 is 
insufficiently described. 

(vlH). The term "product" in Claim 24 is very vague. It is impossible to determine the 
nature of the "producf in question on reading the claim. 

(ix). The wording of Claim 33 does not specify to what/whom the composition or the 
vector claimed is administered In order to identify PPAR ligands. A bacterium? A 
yeast? A plant? A mouse? 
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AMENDED CLAIMS 

{received by the incemational office on 3 January 2001 (03.01.01); 
original claims 1-30 replaced by new claims 1-33 (4 pages)] 

5 1. Coraposition comprising: 

(a) a first element cojtiprising a nucleic acid 
of interest under the control of an inducible promoter 
comprising a PPAR response element and a minimal 
transcriptional promoter, and 
10 (b) a second element comprising a nucleic 

acid encoding a PPAR under the control of a 
transcriptional promoter. 

for their use simultaneously, separately or spaced out 
over time. 

15 2. Composition according to Claim 1, 

characterized in that it comprises in addition: 

(c) a ligand for PPAR, 
for a use simultaneously, separately or spaced out over 
time . 

20 3. Composition according to Claim 1 or 2, 

characterized in that the elements (a) and (b) are 
carried by distinct genetic constructs. 

4. Composition according to Claim 1 or 2, 
characterized in that, the elements (a) *and (b) are 

25 assembled in the same genetic construct. 
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5. Conxposition according to Claim 3 or 4, 
characterized in that the genetic construct is a 
plasmid or viral vector. 

6. Coinposition according to Claim 5, 

5 characterized in that the viral vector is an adeno- 
associated virus (AAV) * 

7. Composition according to one of Claims 1 
to S, characterized in that the PPAR response element 
comprises one or more PPAR-binding sites. 

10 8. Composition according to Claim 7, 

characterized in that the PPAR response element 
comprises one or more sites having the sequence SEQ ID 
N0:1 or functional variants of this sequence. 

9. Composition according to Claim 7, 
15 characterized in that the PPAR. response eleinent 

comprises one or more sites having the sequence SEQ ID 
NO: 5 or functional variants of this sequence. 

10. Composition according to Claims 7 to 9, 
characterized in that, the response element comprises up. 

20 to 30 binding sites, preferably from 3 to 20, more 
preferably from 5 to 15 . 

11. Composition according to one of Claims 1 
to 10, characterized in that the minimal promoter is a 
promoter of a cellular or viral gene deleted for the 

25 region (s) not essential for transcriptional activity. 
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12. Composition according to one of Claims 1 
to 11, characterized in that the inducible promoter 
comprises, in addition, an enhancer region, 

13. Composition according to one of Claims 1 
5 to 12, characterized in that the minimal promoter and 

the PPAR response element are in the same orientation. 

14. Composition according to one of Claims 1 
to 12, characterized in that the minimal promoter and 
the- PPAR response element are in the opposite 

10 orientation. 

15. Composition according to one of Claims 1 
to 14, characterized in that the nucleic acid encoding 
a PPAR encodes a PPARa or a PPARy. 

16. Composition according to one of Claims 1 
15 to 15, characterized in that the nucleic acid encoding 

a PPAR encodes a modified PPAR comprising several 
ligand-binding sites. 

17. Composition according to one of Claims 1 
to 16, characterized in that it comprises, in addition, 

20 an element (d) comprising a nucleic acid encoding an 
RXR under the control of a transcriptional promoter. 

18. Vector comprising an element (a) and an 
element (b) according to Claim 1. 

19. Vector according to Claim 18, 

25 characterized in that the elements (a) and (b) are in 
the opposite orientation. 
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20. Vector according to Claim 18 or 19, 
characterized in that the inducible promoter of the 
element (a) and the transcriptional promoter of the 
element (b) are assembled in the vector to form a 

5 regulable bidirectional promoter. 

21, Vector according to Claim 20, 
characterized in that it comprises, in the 5 '-^3' 
direction, a first nucleic acid encoding a PPAR, a 
first minimal transcriptional promoter controlling the 

10 expression of the said first nucleic acid, one or more 
PPAR response elements, a second minimal 
transcriptional promoter and, under the control of the 
said second minimal transcriptional promoter, a second 
nucleic acid encoding a product of interest. 

15 22. Vector according to one of Claims 18 to 

21, characterized in that it comprises, in addition, an 
element (d) according to Claim 17. 

23. Use of a composition according to one of 
Claims 1 to 17 or of a vector according to one of 

20 Claims 18 to .22 for expressing a nucleic acid of 
interest in a cell ex vivo or in vitro. 

24. Use of a composition according to one of 
Claims 1 to 17 or of a vector according to one of 
Claims 18 to 22 for the preparation of a product 

25 intended for expressing a nucleic acid of interest in a 
cell in vivo. 
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25. Method for the regulated expression of a 
nucleic acid in a cell, in vitro or ex vivo comprising 
bringing the said cell into contact with a composition 
according to one of Claims 1 to 17 or a vector 

5 according to one of Claims 18 to 22. 

26. Method according to Claim 25, 
characterized in that it is a mammalian, preferably 
human cell. 

27. Method according to Claim 26, 
10 characterized in that it is a muscle cell- 

. 28. Method for regulating the expression of a 
nucleic acid in vivo comprising the administration of a 
coK^osition according to one of Claims 1 to 17 or of a 
vector according to one of Claims 18 to 22. 
15 29. Cell modified by bringing into contact 

with a composition according to one of Claims 1 to 17 
or a vector according to one of Claims 18. to 22 . 

30, Modified PPAR comprising several ligand- 
binding sites. 

20 31. Nucleic acid encoding a PPAR according to 

Claim 30. 

32. Method for identifying PPAR ligands, 
comprising the bringing of a cell according to Claim 29 
into contact with a test molecule and the detection of 
25 the expression of the nucleic acid of interest. 
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33- Method for identifying PPAR ligands in 
vivo, characterized in that there is administered a 
composition according to one of Claims 1 to 17 or a 
vector according to one of Claims 18 to 22 as well as a 
5 test molecule, and in that the expression of the 
nucleic acid of interest is detected. 
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(54) Title: REGULATION SYSTEM OF EXPRESSION USING NUCLEAR PPAR RECEPTORS 

^= (54) Titre: SYSTEME DE REGULAnON DE UE5CPRESSI0N imLISANT LES RECEPTEURS NUCLEAIRES PPAR 

(57) Abstract: The invention 
concerns novel methods 
and compositions for the 
phannacological regulation of 
the expression of transgenes. 
More particularly, it concerns 
a composition comprising: (k) 
a first element comprising a 
nucleic acid of interest under the 
control of an inducible promoter 
con^iising an element containing 
a response element to a PPAR 
and a ipinitnal transcriptional 
receptor, and (b) a second 
element comprising a nucleic 
acid coding for a PPAR under 
the control of a transcriptional 
promoter, for simultaneous, 
separate or prolonged use. The 
invention concerns the use of said 
compositions and methods in the 
experimental, clinical, tfaer^utic 
or diagnostic fields. 
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(57) Abrege: La presente invention concane de nouvelles methodes et compositions pour la regulation phannacologique de Tex- 
pression de iransg^es. Elle conceme plus particulitoment une composition conqirenant: (a) un premier ^dment compienant un 
adde nud&que d'int^t sous condpdle d'un promoteur inductible compienant un dement de i^ponse i im PPAR et un promoteur 
transcriptionnel minimal, et (b) un deuxi^e ^^ment comprenant un acide nucMique codant un PPAR sous controle d*un promoteur 
transchptionnel, en vue de leur utilisation sijnultanee, s6par^ ou espacee dans le temps. L' invention conceme 1' utilisation de ces 
compositions et methodes dans les domaines exp^imentaux, cliniques, therapeutiques ou diagnostiques. 
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SYSTEME DE REGULATION DE EXPRESSION UTILISANT LES RECEPTEURS NUCLEAIRES PPAR 

La presente invention conceme le domaine de ta biologie. Elle conceme 
notamment le domaine de la regulation de i'expression de genes et, plus 
5 particulierement. elle decrit la mise au point et le developpement d'un nouveau 
systeme de regulation pharmacologique de Texpression de transgenes. 
L'invention repose notamment sur {'utilisation de constructions d'origine humaine 
pour activer la transcription du transgene. L'invention decrit ainsi de nouvelles 
compositions, constructions et methodes permettant la regulation efficace de 

10 {'expression d'un acide nucleique in vitro, ex vivo ou in vivo, par exemple dans 
les cellules musculaires. Les applications qui decoulent de la presente invention 
sont nombreuses, dans les domaines experimentaux, cliniques. therapeutiques 
ou diagnostiques, par exemple. 

Le controle du niveau et de la duree de Texpression des transgenes est 

15 necessaire pour de nombreuses applications. Ainsi, en therapie genique, le 
succes de la therapie peut requerir un dosage specifique de la proteine 
synthetisee a partir du transgene. De meme, la production de prot6ines 
recombinantes in vitro peut etre amelioree en utilisant des systemes 
d'expression inducibles, permettant par exemple de decoupler les phases de 

20 croissance et de production. La construction d'animaux transgeniques, Tetude 
des effets d'un gene ou de la biodisponibilite d'une proteine. etc. sont autant de 
situations dans lesquelles un controle approprie de Texpression genetique peut 
etre mis en oeuvre et apporter des ameliorations. 

Differents regulateurs de transcription artificiels ont ete congus dans I'art 

25 anterieurs. actives par une molecule xenobiotique qui se lient sur les sequences 
promotrices de la transcription du transgene. 

Une premiere illustration de ces regulateurs a ete construite par fusion du 
represseur Lac de E. coli avec le domaine transactivateur de VP16 du virus 
herpes simplex (HSV). Deux versions de ces regulateurs existent. Tune pouvant 

30 etre activee par Tisopropyl b-D-thiogalactoside (IPTG) et I'autre inactivee par 
, riPTG (Bairn S. et coll.. Proc Natl Acad Sci US A, SB {^99^) 5072-5076 ; Labow 
M. et coll.. MoL CelL Biol., 10 (1990) 3343-3356). 
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Un autre systeme a ete construit par fusion du represseur Tet de E. coli 
avec le domaine transactivateur de VP16 de HSV. II existe egaiement deux 
versions de ces regulateurs, Tune pouvant etre activee par la tetracycline ou ses 
derives et Tautre inactivee par ces memes molecules (Gossen M. et Bujard H., 
5 Proc Natl Acad Sci U S A, 89 (1992) 5547-5551; Gossen M. et coll.. Science, 
268(1995)1766-1769). 

Un autre systeme a ete construit par fusion du domaine de liaison a I'ADN 
de la proteine GAL4 de S. cerevisiae avec le domaine de liaison au ligand du 
recepteur humain a la progesterone et le domaine transactivateur de VP16 de 

10 HSV. cette version est activee par un analogue de la progesterone tel que le 
RU486 (Wang Y. et coll., Proc Natl Acad Sci U S A, 9i (1994) 8180-8184). Une 
fusion du recepteur a I'ecdysone de drosophile avec le domaine transactivateur 
de VP16 de HSV a egaiement ete decrite, activee par I'ecdysone et les 
analogues de cette hormone steroidienne (No D. et coll., Proc Natl Acad Sci U S 

15 A, 93 (1996) 3346-3351 ). Un autre systeme tire parti de la capacite de certalnes 
molecules immunosuppressives (cyclosporine A, rapamycine et ses derives) de 
promouvoir rassociatlon de certaines protelnes cellulaires. Un regulateur 
transcriptionnel est alors constitue de deux sous-unites proteiques. la premiere 
peut etre formee par la fusion d'un domaine de liaison a I'ADN chimerique et de 

20 trois copies de la proteine humaine FKBP et la deuxieme par la fusion du 
domaine de liaison a la rapamycine de la proteine humaine FRAP et du 
domaine transactivateur de la sous-unite p65 de NFkB humain. Ce regulateur 
transcriptionnel est active par la rapamycine qui permet la dimerisation des deux 
sous-unites (Rivera V. et coll.. Nat Med., 2 (1996) 1028-1032). 

25 Meme si ces systemes permettent d'obtenir des niveaux de regulation 

satisfaisants dans certains tissus, ils presentent neanmoins certains 
inconvenients qui limitent leurs conditions d'utilisation. Ainsi, ces regulateurs 
transcriptlonnels sont des proteines xenogeniques chez Thomme. Elles sont en 
effet constituees de fragments proteiques provenant de bacterie, de virus, de 

30 levure ou d'insecte ou, lorsque les domaines proteiques sont d'origine humaine. 
leur jonction cree des sequences etrangeres a Thomme. Ces domaines 
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proteiques peuvent done induire une reaction immunitaire cytotoxique. 
entrainant la destmction des cellules qui expriment le gene d'interet sous 
controle du regulateur transcriptionnel xenogenique, et ainsi I'arret de 
I'expression du transgene. Cette situation peut imposer le recours a des 
5 administrations repetees du gene therapeutique, ce qui constitue un 
inconvenient important, notamment iorsque cela implique un acte chirurgical 
traumatique, et qui n'est pas toujours efficace, notamment Iorsque le vecteur du 
gene therapeutique est un virus dont la premiere injection provoque une 
reaction immunitaire. En outre, les niveaux d'expression observes avec les 

10 systemes de regulation de I'art anterleur ne sont pas toujours satisfaisants. 

II existe done un besoin d'un systems de regulation de I'expression 
ameliore, compatible avec un usage in vivo, utilisable dans differents tissus, et 
assurant des niveaux d'expression importants a Tetat active. La presente 
invention apporte une solution a ces problemes. 

IS La presente invention conceme en efTet un systeme de regulation utiiisant 

un activateur d'origine humaine, Ceci doit permettre d'eviter les administrations 
repetees du gene therapeutique. 

La presente invention decrit en particulier un systeme ameliore 
d'expression inductible utiiisant les recepteurs nucleaires PPAR (Peroxisome 

20 proiiferator-activated receptors) comme regulateurs transcriptionnels. 
Uutilisation de PPRE dans un systeme d'expression hepatospecifique a ete 
decrit dans ia demande WO 98/21349. Le systeme ameliore selon Tlnvention 
permet a present de produire le regulateur transcriptionnel (une proteine PPAR 
d'origine humaine, et done essentiellement non xenogenique chez Thomme), et 

25 le promoteur inductible, qui controle Texpression du transgene, est compose 
d'une part d'un promoteur minimum et d'autre part d*un element de reponse aux 
PPAR (PPRE). Le systeme de invention est activable. in vitro et egalement in 
vivo , en particulier dans le muscle, par les ligands specifiques des PPAR. De 
plus, le niveau d'expression du transgene, obtenu apres activation, est 

30 comparable a celui d'un promoteur fort comme le promoteur hCMV-IE. 
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Le systeme selon la presente invention presente done de nombreux 
avantages, a la fois en temnes d'induction importante, de tolerance (notamment 
pour un usage in vivo), de force et de conditions d'utilisation. 

L'invention decrit done de nouvelles constructions pour la realisation et la 
5 mise en oeuvre de ce systeme, notamment des regions promotrices, des 
cassettes d'expression et des piasmides. L'invention decrit aussi des 
constructions nouvelles de PPAR pemiettant un controle ameilore de 
I'expression de genes, ainsi que des combinalsons de ces differentes 
constructions. L'invention montre en outre que ces methodes et compositions 
10 permettent un controle et une regulation importants de I'expression in vitro et in 
vivo. L'invention concerne aussi des cellules comprenant des constructions de 
(Invention, ainsi que des methodes de criblage de composes ligands des PPAR, 
par exemple. 

Plus particulierement, un premier objet de l'invention reside dans une 
15 composition comprenant: 

(a) un premier element comprenant un acide nucieique d'interet sous 
controle d'un promoteur inductible comprenant un element de reponse a un 
PPAR et un promoteur transcriptionnel minimal, et 

(b) un deuxieme element comprenant un acide nucieique codant un PPAR 
20 sous contr6le d'un promoteur transcriptionnel, 

en vue de leur utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

Dans un mode plus particulier, les compositions de l'invention 
comprennent en outre: 
25 (c) un (igand de PPAR, 

egalement en vue d'une utilisation simultanee, separee ou espacee dans ie 
temps. 

Avantageusement elles comprennent en outre un element (d) comprenant 
un acide nucieique codant un recepteur retinoide X (RXR) sous le controle d'un 
30 promoteur transcriptionnel. 
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Uexpression en vue d'une utilisation simultanee, separee ou espacee dans 
le temps indique que les elements (a), (b). le cas echeant (c), et/ou (d), peuvent 
etre prepares separement, conditionnes separement. et utilises 
sequentiellement, pour permettre ie contrdle de Texpression de Cacide nucleique 
5 d'interet. Typiquement, les elements (a) et (b), et eventuellement (d) sont 
prepares et conditionnes ensemble, alors que le compose c) est conditionne 
separement et utilise de maniere espacee dans le temps avec (a) et (b), et 
eventuellement (d), la combinaison de ces differents elements dans una cellule, 
un tissu, un organe. etc. conduisant a I'effet de regulation d'expression 
10 recherche. 

A cet egard. dans un mode particutier de realisation d'une composition de 
rinvention, les elements (a) et (b) et eventuellement (d) sont portes par des 
constructions genetiques distinctes. 

Dans un autre mode particulier et prefere de realisation d'une composition 
15 de I'invention, les elements (a) et (b) et eventuellement (d) sont assembles dans 
une meme construction genetique. La presente invention decrit ainsi des 
constructions genetiques complexes permettant Texpression d'un prodult 
d'interet et d*un PPAR. Ces constructions sont particulierement avantageuses 
puisqu'eiles comportent, a elles seules, Tensembie des elements genetiques 
20 necessaires a I'expression regulee de Tacide nucleique d'interet. 

La ou les constructions genetiques peuvent etre de nature et/ou d'origine 
variees, notamment plasmidique. episomique, chromosomique. virale, phagique, 
etc. Preferentiellement, la construction genetique est un vecteur plasmidique ou 
viral. 

25 A titre illustratif de plasmides portent s6parement les elements (a) ou (b) on 

peut citer par exemple les plasmides JxnS-TK-pGL3, JxnAS-TK-pGL3, DRIxnS- 
TK.pGL3, DR1xnAS.TK-pGL3, JxnAS-CMV-pGL3, pSG5-hPPARg2g2, ou 
Jx10AS-CMV-EF-pGL3, qui seront decrits en details plus loin. 

A titre illustratif de plasmides dans lesqueis les elements (a) et (b) ont ete 

30 assembles, on peut citer par exemple les plasmides Jx5AS-TK-Luc-hPPARg2, 
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SV-g2-J1 0-C'pGL3, hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK-pGL3 ou hPPARg2-CMV. 
Jx1 OAS-CM V-pGL3, qui seront decrits en details plus loin. 

Comme exemple de vecteur viral, on peut citer notamment un adenoviais 
recombinant, un retrovirus recombinant, un AAV, un herpes virus, un virus de la 
5 vaccine, etc., dont la preparation peut etre realisee selon les methodes connues 
de rhomme du metier. 

Uagencement et la structure des constructions genetiques seront decrits 
plus en detail dans la suite du texte. 

A cet egard, comme indique ci-avant, ('element (a) comprend un promoteur 
10 inducible comprenant au moins: 

- un element de reponse a un PPAR, et 

- un promoteur transcriptionnel minimal. 

Un element de reponse a un PPAR (PPRE. "Peroxysome Proilferator 
Response Element") est une region d'acide nucieique capable de fixer un 

15 PPAR, la liaison du PPAR pouvant ensuite medier un signal vers des regions 
nucleiques voisines. Un element de reponse a un PPAR est done une region 
d'acide nucieique capable de lier les PPAR. Pour la mise en oeuvre de 
rinvention, Telement de reponse a un PPAR comprend plus particulierement un 
ou plusieurs sites de liaison du PPAR. De tels sites de liaison ont ete decrits 

20 dans I'art anterieur, comme par exemple dans differents promoteurs humains 
(gene de I'apolipoproteine All, par exemple). De tels sites peuvent egalement 
etre construits artificiellement. et testes pour leurs proprietes de PPRE. comme il 
est decrit ci-apres. 

Dans un mode particulier de realisation. Telement de reponse a un PPAR 
25 comprend un ou plusieurs sites de sequence TCAACCTTTACCCTGGTAG 
(SEQ ID N0:1) ou de variants fonctionnels de cette sequence. La sequence 
SEQ ID NO:1 correspond a la region J du promoteur de I'apoAII humain 
(nucleotides -734 a -716). 

Dans un autre mode particulier de realisation, Pelement de reponse a un 
30 PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence AGGTCAAAGGTCA (SEQ 
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ID N0:5) ou de variants fonctionnels de cette sequence. La sequence SEQ ID 
NO: 5 correspond a la region consensus DR1 . 

Le terme variant fonctionnel designe toute sequence modifiee conservant 
les proprietes de PPRE telles que mentionnees ci-dessus, c'est-a-dire 
5 notamment la capacite de lier un PPAR. Les modifications peuvent comprendre 
une ou plusieurs additions, mutations, deletions et/ou substitutions de 
nucleotides dans la sequence consideree. Ces modifications peuvent etre 
introduites par les methodes classiques de la biologie moleculaire, telles que 
notamment la mutagenese dirigee ou, plus pratiquement, par synthese 

10 artificielle de la sequence dans un synthetiseur. Generalement, les variants 
conservent au moins 50% des residus de la sequence initiate indiquee. Plus 
preferentiellement, les variants possedent des modifications affectant moins de 
5 nucleotides dans la sequence consideree. Les variants ainsi obtenus sont 
ensuite testes pour leur activite de PPRE. Cette propriete peut etre verifiee de 

1 5 differentes fa^ons, et notamment: 

(i) par mise en contact de la sequence test avec un PPAR. et un recepteur 
r^tinofde X (RXR), preferentiellement dans un test acellulaire, et la detection de 
la formation d'un complexe (par exemple par retard de migration sur gel); 

(ii) par insertion de la sequence test dans une cassette d'expression 
20 comprenant un promoteur minimal et un gene reporter, introduction de la 

cassette dans une cellule, et detection (le cas echeant dosage) de I'expression 
du gene reporter en presence et en I'absence d'un PPAR et d'un ligand d'un 
PPAR; 

(iii) par toute autre technique connue de I'homme du metier, permettant de 
25 mettre en evidence Tinteraction entre un acide nucleique et une proteine» par 

exemple. 

Un variant est considere comme fonctionnel au sens de la presente 
invention lorsque I'activite mesuree, par exemple en (ii) ci-dessus, est 
preferentiellement au moins egale a 50% de celle mesuree avec un site de 
30 sequence SEQ ID N0:1 ou 5, plus preferentiellement au moins egale a 75%. 
Des variants fonctionnels de sites de liaison de PPAR au sens de I'invention 
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sont decrits par exemple dans Juge-Aubry et al. (J. Biol. Chem. 272 (1997) 
25252) et dans Nakshatri et al. (NAR 26 (1998) 2491), incorpores a la presente 
par reference. 

Les recepteurs retinoides X (RXR) sont codes par trois genes RXRa, 
5 RXRp, et RXRy, dont I'isolement et la sequence ont ete decrits (Mangelsdorf DJ 
et al. (1990) Nature 345, 224-229 ; Mangelsdorf DJ et al. (1992), Genes Dev 6, 
329-344). Preferentiellement, Telennent (d) code pour le RXRa humain. 

En ce qui conceme rheterodimerisation PPAR/RXR, deux revues peuvent 
etre consuitees : Mangelsdorf DJ and Evans RM (1995), Cell 83, 841-850 et 
10 Wilson TM and Wahli W (1997), Current Opinion in Cliemical Biology 1, 235- 
241. L'article de Schulman IG et al. (1998), Molecular and Cellular Biology 18. 
3483-3494 decrit la transactivation par Theterodimere PPARy/RXRa. 

L'utiiisation de Telenrient (d) est susceptible de synergiser Tactivite de 
Teiement (b). 

IS Comme indique ci-avant, dans les compositions selon Tinvention, Telement 

de reponse au PPAR peut comprendre plusieurs sites de liaison a un PPAR. il 
peut s'agir d*une repetition d'un meme site, ou de combinaisons de sites 
dlfferents, la repetition de sites identiques etant preferee. Plus particuiierement, 
Telement de reponse comprend jusqu'a 30 sites de liaison, de preference de 3 a 

20 20, plus preferentiellement de 5 a 15. Un mode de realisation prefere de 
invention est une construction comprenant de 10 a 15 sites de liaison, les 
resultats presentes dans les exemples montrent en effet les proprietes 
avantageuses de telles constructions en termes d'induction et de niveaux 
d'expression, notamment dans les cellules musculaires. 

25 Pour la realisation d'un promoteur inductible selon Telement (a) des 

compositions de Tinvention, Telement de reponse au PPAR est associe a un 
promoteur minimal transcriptionnel. Le promoteur minimal est un promoteur 
transcriptionnel ayant une activite basale faible ou inexistante, et susceptible 
d'etre augmentee en presence d'un activateur transcriptionnel (I'interaction d'un 

30 ^ PPAR active avec Telement PPRE). Un promoteur minimal peut done etre un 
promoteur naturellement faible dans les cellules mammifere, c'est-a-dire 
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produisant une expression non toxique et/ou non suffisante pour obtenir un effet 
biologrque prononce, Avantageusement, un promoteur minimal est une 
construction preparee a partir d'un promoteur natif. par deletion de region(s) non 
essentielle{s) a I'activite transcriptionnelle. Ainsi, il s'agit de preference d'un 
5 promoteur comprenant essentiellement une boTte TATA, generalement d*une 
taiile inferieure a 160 nucleotides, centree autour du codon d'initiation de ia 
transcription. Un promoteur minimal peut ainsi etre prepare a partir de 
promoteurs viraux, cellulaires, forts ou faibles, tels que par exemple le 
promoteur du gene de la thymidine kinase (TK) du virus de Therpes, le 

10 promoteur immediat du CMV, le promoteur PGK, le promoteur du gene de ia 
creatine kinase musculaire (MCK), les promoteurs des genes des differentes 
isoformes d'actine du muscle squelettique, le promoteur du gene de la desmine, 
le promoteur du gene de la vimentine, les promoteurs des genes de chaTne 
iegere ou chaTne lourde de ia myostne, etc. Des exemples particuliers de 

15 promoteurs minimum sont representes par les nucleotides -54 a +48 du CMV ou 
-105 a +56 du promoteur TK, par exemple. II est entendu que tout variant de ces 
promoteurs ou construction similaire a partir d'autres promoteurs peut etre 
construit par I'homme du metier et utilise dans le cadre de la presente invention. 
Le promoteur minimal (Pmin), Telement de reponse au PPAR (PPRE) et 

20 Tacide nudeique d'interet (AN) sont agences de maniere fonctionnelle dans 
Telement (a), c'est-a-dire de sorte que le promoteur minimal controle 
('expression de I'acide nudeique dinteret et que son activite soit regulee par 
Telement PPRE. Generalement, ces regions sont done disposees dans Tordre 
suivant, dans I'orientatlon 5->3* : PPRE-Pmin-AN. Toutefois. tout autre 

25 agencement fonctionnel peut §tre envisage par I'homme du metier sans departir 
de ia presente invention. 

En outre, les differents domaines fonctionnels ci-dessus peuvent etre lies 
directement les uns aux autres. ou separes par des nucleotides n'affectant pas 
significativement le caractere regule du promoteur de ('element (a). De tels 

30 nucleotides peuvent etre des residus neutres sur le plan fonctionnel, resultant 
par exemple d'etapes de clonage (extremites PCR, sites de restriction, etc.). 
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Ces nucleotides peuvent aussi posseder des proprietes biologiques, permettant 
de conferer des caracteristiques ou performances am^iiorees au systeme de 
Tinvention (amplificateur de genes de menage, amplificateur tissus specifiques, 
silenceur, intron, site d*epissage, etc.). A cet egard, dans un mode de realisation 
5 particulier de ('invention, le promoteur inductible comprend en outre une region 
amplificatrice. Une telle region permet avantageusement d'augmenter las 
niveaux d'expression de Tacide nucleique d'interet. Une telle region 
amplificatrice (E) est preferentiellement positionnee en 3* du promoteur minimal, 
entre ce dernier et Tacide nucleique tf interet, selon le schema suivant (5'->3'): 

10 PPRE-Pmin-E-AN. 

D'autre part, dans les constructions de ('invention, le promoteur minimal et 
('element de reponse a un PPAR peuvent etre presents sort dans la meme 
orientation (c'est-a-dire dans le sens de la transcription), soit en orientation 
inverse (c'est-a-dire que I'eiement de reponse a un PPAR est dans I'orientation 

15 antisens par rapport a la transcription par le promoteur Pmin). Comme illustre 
dans les exemples, ces deux modes de realisation pemiettent un controle 
efflcace de la regulation de Pexpression in vitro comme in vivo. 

Comme indique ci-avant, I'eiement (b) des compositions selon i'invention 
comprend au moins: 

20 - un acide nucleique codant un PPAR. 

* sous controle d'un second promoteur transcriptionnel. 
Les PPAR appartiennent a la superfamiile des recepteurs hormonaux 
nucleaires, et sont regroupes dans trois groupes distincts, les PPARa, PPAR5 
(egalement appele NUC-1 ou PPARp) et PPARy. L'isolement et la sequence de 

25 nombreux PPAR humains ont ete decrits dans la litterature (voir notamment 
Sher T. et coll., Biochemistry, 32 (1993) 5598-5604 ; Mukherjee R. et coll., J. 
Steroid Biochem. Mo/ec. B/o/., 51 (1994) 157-166 ; Fajas L. et coll., J. BioL 
Chem., 272 (1997) 18779-18789 ; Mukherjee R. et coll.. J. BioL Ctiem., 272 
(1997) 8071-8076: Schmidt A. et coll., Mol. EndocrinoL 6 (1992) 1634-1641. Le 

30 promoteur du PPARy a en outre ete recemment clone, comme le decrit la 
demande WO99/05161. 



wo 00/78986 



PCT/FROO/01744 



11 

Dans un mode prefere de I'invention, I'acide nucleique codant un PPAR 
code un PPAR humain, en particulier un PPARa ou un PPARy. Les resultats 
presentes dans ies exempies montrent en effet que {'utilisation de ces molecules 
assure au systeme de Tinvention des niveaux de regulation et d*expression 
5 importants. notamment dans les cellules musculaires. 

Selon un premier mode de mise en ceuvre, il s'agit d'un PPARa ou un 
PPARy dans sa fomrie native, c*est-a-dire sans modification de structure primaire 
par rapport a la molecule naturelle. 

Selon un autre mode de realisation, il s'agit d'un PPAR modifie comprenant 

10 piusieurs sites de liaison au ligand. 

A cet egard, la presente invention decrit et a egalement pour objet tout 
PPAR modifie comprenant piusieurs sites de liaison au ligand. Plus 
particullerement, il s'agit d'un PPARa ou un PPARy, encore plus 
preferentiellement d'un PPARy. De preference, les PPAR modifies selon 

15 I'invention comprennent de 2 a 5 sites de liaison au ligand, plus 
preferentiellement de 2 a 4 sites de liaison. 11 s'agit plus particulierement de 
PPAR comportant 2 a 5 copies des domalnes E et F impliques dans la liaison au 
ligand. Les proteines PPAR renferment dlff6rents domaines : le domaine N- 
terminal A/B qui contient une region transactivatrice non dependante du ligand, 

20 le domaine C qui est le domaine de liaison a PADN (DBD), le domaine D qui est 
une region chamiere, et les domaines E/F qui contiennent une region 
transactivatrice dependante du ligand. Les domaines E/F sont egalement 
appeies domaine de liaison du ligand (LSD) (voir notamment Schoonjans K. et 
coll., Biochim, Biophys. Acta, 1302 (1996) 93-109). Les limites des domaines 

25 E/F varient d'un PPAR a I'autre. A titre d'exemple, pour risofomie PPARy2 
humaine utilisee, le domaine E/F s'etend de I'acide amine 284 S I'acide amine 
505. La presente invention montre maintenant qu'il est possible de construire 
des PPAR modifies comprenant piusieurs domaines E et F repetes, et que ces 
PPAR modifies sont fonctionnels et possedent des proprietes ameliorees 

30 d'inductibiiite par les iigands des PPAR. De telles constructions represented 
done un mode de realisation et un objet particulier de la presente invention. 
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Un exemple typique de PPAR modifie selon ('invention est un PPARy 
comportant 2 sites de liaison au ligand (c'est-a-dire deux domaines E et F). La 
sequence proteique de PPARy272 est representee sur la sequence SEQ ID NO: 
24. 

5 

SEQ ID NO :24 

MGETLGDSPIDPESDSFTDTLSANISQEirayrVDTEMPFWPTm^GISSVDLSVMEDHSH^ 

KPFTTVDFSSISTPHYEDIPFTRTDPWADYKYDLKLQEyQSAIKVEPASPPYYSEKTQLYN 

KPHEEPSNSLMAIECRVCGDKASGFHYGVHACEGCKGFFRRTIRLKLIYDRO)!^ 

1 0 RNKCQYCRFQKCUVVGMSHNAIRFGRiyiPQAEKEiaj^ISSDIDQIiNPESJ^ 

SYIKSFPLTKAKARAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQEQSK^ 
QGCQFRSVEAVQEITEyAKSIPGFVNLDLNDQVTLLKYGVHEIIYTMI^ 
QGFMTREFLKSLRKPFGDFMEPKPEFAVTCFNAI^LDDSDIJIIFIAVIILSGDRP 
EDIQDNIiLQi^ELQLKIJraPESSQLFAKiiLQKMTDLRQIVTEHVQl^ 

1 5 IiQEIYia)LYAWAILTGKTTDKSPFVIYDMNSIM4GEDKIKFKHITPLQEQSKE^ 
QFRSVEAVQEITEYAKS I PGFVNLDI^QVTLLKYGVHEI I YTMLASLMNKDG^ 
MTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALEIJJDSDIJlIFIAVIILSGDRPGIil^^ 
QDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKIJ^QKMTDIiRQIVTEHVQI^ 
lYKDLY 

20 

L'invention conceme aussi tout variant de la sequence SEQ ID NO: 24 
conservant une activite de type PPAR (la capacite d'activer. en presence d'un 
ligand de PPAR tel que BRL49653. un promoteur comportant une sequence 
PPRE). Les variants s'entendent de tout mutant, deletant, et/ou polypeptide 

25 comportant un ou plusieurs residus supplementaires. Preferentiellement, un 
variant conservant 80% au moins des residus de ia sequence ID NO: 24. 

En outre, Tinvention conceme aussi tout acide nuclelque codant pour un tel 
PPAR modifie. II peut s'agir d'un ADN (notamment un ADNc ou un ADN 
synthetique ou semi-synthetique) ou d'un ARN. Get ADN peut etre constoiit 

30 selon les methodes conventionneiles de biologie moleculaire connues de 
Thomme du metier (synthese, ligations, criblage de banques. etc.). 11 s'agit 
avantageusement de tout acide nucleique comprenant une sequence codant un 
polypeptide de sequence SEQ ID NO:24, ou hybridant avec une sequence 
codant un polypeptide de SEQ ID NO: 24. et codant un polypeptide a activite de 

35 type PPAR. En outre, cet ADN peut comprendre un promoteur et/ou un 
terminateur transcriptfonnel. par exemple. 
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Le second promoteur transcriptionnel, contrdlant I'expression de I'acide 
nucleique codant le PPAR. peut etre tout promoteur fort ou faible, ubiquitaire ou 
selectif, constitutif ou regule, fonctionnel dans les cellules mammiferes, en 
particuiier dans les cellules humaines. 11 peut s'agir d'un promoteur cellulaire 
5 domestique (i.e., d'un gene mammifere, en particuiier humain), d'un promoteur 
viral, bacterien, d'insecte, de plante. naturel ou synthetique, simple ou 
complexe, etc. Des exemples de promoteurs appropries pour cet element (b) 
sont notamment des promoteurs viraux (promoteur immediat du virus SV40, 
promoteur immediat du virus CMV, LTR de retrovirus, promoteur TK du virus de 

10 rherpes) ou cellulaires (promoteur PGK, albumine, EF1a, ou de genes fortement 
exprimes dans le muscle comma : promoteur du gene de la creatine kinase 
musculaire (MCK), promoteurs des genes des differentes isoformes d'actine du 
muscle squeiettique, promoteur du gene de la desmine, promoteur du gene de 
ia vimentine, promoteurs des genes de chaine legere ou chaTne lourde de la 

15 myosine). Par ailleurs, le promoteur peut etre modifie par introduction d'une ou 
piusieurs regions enhanceur, telle que la region enhanceur de I'intron 2 du gene 
de la globine beta, enhancer du gene tres precoce du virus CMV, enhancer de 
EF1a, de region(s) silencer, de regions conferant une specificite tissulaire (par 
exemple des regions isolees a partir des promoteurs tissus specifiques comme : 

20 promoteur du gene de la creatine kinase musculaire (MCK), promoteurs des 
genes des differentes isoformes d'actine du muscle squelettique, promoteur du 
gene de la desmine, promoteur du gene de la vimentine, promoteurs des genes 
de chame legere ou chaine lourde de la myosine) ou un caractere regulable, ou 
par deletion de regions non essentielles a I'activite, par exemple. De tels 

25 promoteurs peuvent etre utilises pour exprimer le RXR, compris dans Telement 

Des exemples preferes de second promoteur sont les promoteurs viraux, 
notamment le promoteur precoce du virus SV40 et le promoteur immediat du 
CMV, ou des derives de ceux-ci. 
30 Par ailleurs, dans un mode particuiier de mise en ceuvre, iorsque tes 

elements (a) et (b), et eventuellement (d), sont assembles dans une meme 



wo 00/78986 



PCT/FROO/01744 



14 

construction genetique, le second promoteur transcriptionnel (de I'element (b)) 
et le promoteur inductible de I'element (a), et eventueilement le promoteur de 
Feiement (d) peuvent etre groupes pour ne former qu'une region promotrice 
commune, notamment bidirectionnelle, comma il sera explique en detail dans la 
S suite du texte. 

A cet effet, un autre objet de la presente invention reside dans un vecteur 
comprenant un element (a) et un element (b), et eventueilement un element (d), 
tels que definis ci-avant. 

Selon une premiere variante de Tinvention, les elements (a) et (b), et 

10 eventueilement (d). sont dans la meme orientation dans le vecteur. Une telle 
variante est illustree par exemple par le plasmide SV-g2-J10-C-pGL3 (figure 17). 

Selon une autre variante de {'invention, les elements (a) et (b), et 
eventueilement (d), sont en orientation opposee dans le vecteur. Une telle 
variante est illustree par exemple par les piasmides representes sur les figures 

15 16, 18 et 19. Plus preferentiellement, dans cette variante de realisation, ie 
promoteur inductible de {'element (a) et le promoteur transcriptionnel de 
I'element (b) sont assembles dans le vecteur pour former un promoteur 
bidirectionnel regulable. Un tel mode de mise en oeuvre est illustre par exemple 
par les piasmides representes sur les figures 18 et 19. 

20 A cet 6gard, un objet particulier de Tinvention reside dans un vecteur 

caracterise en ce qu'ii comprend, dans le sens 5'->3', un premier acide 
nucleique codant un PPAR, un premier promoteur transcriptionnel minimal 
controlant I'expression dudit premier acide nucleique, un ou plusieurs element(s) 
de reponse a un PPAR, un deuxieme promoteur transcriptionnel minimal et, 

25 sous le controle dudit deuxieme promoteur transcriptionnel minimal, un 
deuxieme acide nucleique codant un produit d'interet. 

Ce type de constaiction est avantageux puisqu'il pennet la co-expression 
des deux acides nucleiques dans le meme plasmide, et Tamplification de cette 
expression par ia regulation des deux acides nucleiques par les PPAR et leurs 

30 ligands. 
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Uexpression de Tacide nucleique d*interet dans les compositions de 
I'invention est activee generalement en presence d'un ligand de PPAR (element 
(c)). A cet egard, selon le PPAR utilise, differents types de ligands peuvent etre 
utilises, naturals ou synthetiques. 
5 Ainsi. les ligands activateurs des PPARa sont par exemple les fibrates tels 

que Cacide fibrique et ses analogues. Comme analogues de Tacide fibrlque on 
peut mentionner notamment le gemfibrozyl (Atherosclerosis 114(1) (1995) 61). 
le bezafibrate (Hepatology 21 (1995) 1025), le ciprofibrate (BCE&M 9(4) (1995) 
825), le clofibrate (Drug Safety 11 (1994) 301), le fenofibrate (Fenofibrate 

10 Monograph, Oxford Clinical Communications, 1995), le clinofibrate (Kidney 
International. 44(6) (1993) 1352), Tacide pirinixique (Wy-14,643) ou I'acide 
5,8,1 1,1 4-eicosatetranoique (ETYA). Ces differents composes sont compatibles 
avec une utilisation bioiogique et/ou pharmacologique in vitro ou in vivo. 

Les ligands activateurs des PPARy peuvent etre choisis parmi les ligands 

IS naturals et synthetiques. Comme ligands naturals, on peut mentionner les 
acides gras et les eicosanoides (par exemple Tacide linol^ique, Pacide 
linotenique, le 9-HODE. le 5-HODE) et comme ligands synthetiques on peut 
mentionner les thiazolidinediones. telles que notamment la rosiglitazone 
(BRL49653), la pioglitazone ou la troglitazone (voir par exemple Krey G. et coll.. 

20 MoL Endocrinol., 11 (1997) 779-791 ou Kliewer S. et Willson T.. Can-. Opin, in 
Gen. Dev. 8 (1998) 576-581) ou le compose RG 12525. 

Par ailleurs, les compositions selon I'invention peuvent comporter plusieurs 
activateurs de PPAR en association, et en particulier un fibrate ou un analogue 
de fibrate associe a un retinoWe. 

25 Uinvention a egalement pour objet Tutilisation d'une composition ou d*un 

vecteur tels que definis ci-avant pour exprimer un aclde nucleique d'interet dans 
une cellule ex vivo ou in vitro. 

A cet egard, I'acide nucleique peut etre tout acide nucleique (ADN, ARN) 
codant pour un produit d'interet (ARN, proteine, polypeptide, peptide, etc.). II 

30 peut s*agir d'un produit d'interet agroalimentaire, therapeutique, vaccinal, d'un 
marqueur, etc. 
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L'invention concerne aussi rutilisation d'une composition ou d'un vecteur 
teis que definis ci-avant pour la preparation d'un produit destine a exprimer un 
acide nucleique d'interet dans une cellule in vivo. 

L'invention a encore pour objet un procede pour Texpression regulee d'un 
5 acide nucleique dans une cellule, comprenant la mise en contact de ladite 
cellule avec une composition ou un vecteur tels que definis ci-avant. 

Pour un usage in vitro ou ex vivo, les cellules peuvent etre mises en 
contact avec les compositions ou vecteurs de {'invention selon differents 
protocoles. Ainsi, les cellules en culture peuvent etre incubees directement avec 

10 les elements (a), (b) et (c), et eventuellement (d), de l'invention, par exemple 
avec un vecteur comportant les elements (a) et (b) et en presence du ligand (c). 
De maniere alternative, les cellules peuvent etre incubees dans un premier 
temps avec les elements (a) et (b), et eventuellement (d) (notamment 
assembles dans un meme vecteur) puis, dans un deuxieme temps (apres 

IS culture et eventuellement selection des cellules modiftees), Telement (c) peut 
etre ajoute. Ce dernier type de protocoie penmet par exemple de decoupler la 
phase de culture (ou d'expansion des cellules) de la phase d'expression de 
I'acide nucleique, Ces experiences peuvent etre reaiisees dans tout dispositif et 
milieu approprie, de preference en plaque, boTte, flasque, en condition sterile. 

20 Les quantites de cellules, vecteur et ligand peuvent etre aisement adaptees par 
rhomme du metier, sur la base des informations fournies dans les exemples et 
de ses connaissances generates. 

Pour une utilisation in vivo, les cellules (ou organes, tissu, etc.) sont mises 
en contact par administration des elements (a), (b) et (c), et eventuellement (d), 

25 in vivo, de maniere simultanee, separee ou espacee dans le temps. A cet effet, 
les elements (a) et (b). et eventuellement (d), eventuellement sous forme d'une 
construction genetique unique, sont generalement administres par voie 
parenterale, en parttculier intramusculaire, intraveineuse, sous-cutanee, 
tntradermique, intratumorale ou stereotaxique. Le choix du mode 

30 d'administration peut etre guide par I'application envisagee, le tissu cible et/ou le 
type de produit d'interet code par le transgene. Pour cette administration, les 
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compositions de I'invention peuvent comprendre tout agent favorisant la 
transfection cellulaire (polymere cationtque, lipide, etc.). Dans un mode 
particulier, les compositions sont administrees par voie intramusculaire, et les 
constructions genetiques sont utiiisees sous forme d'acide nucieique "nu'\ c'est- 
S a-dire sans agent de transfection ajoute. 

De meme, lorsque les elements (a) et (b), et eventuellement (d) sont 
Introduits au moyen de vecteurs viraux. aucun agent de transfection 
supplementaire n'est necessaire. 

Comma 11 est illustre dans les examples, le ligand (c) peut etre administre 
10 avant, simultanement, ou apres les elements (a) et (b), et eventuellement (d). 

A cet egard, I'administration du ligand peut etre realisee par voie orale, 
anaie, intraveineuse, intraperitoneale ou intramusculaire, par exempie. 

Les doses utiiisees peuvent etre adaptees par I'homme du metier, sur la 
base des donnees in vivo publiees dans la Iitt6rature. Ainsi par exempie, pour 
IS une forme non soluble dans Teau, des doses typiques de ligand tei que BRL 
49653 sont comprises entre 5 et 50 mg/kg, par exempie 30 mg/kg, permettant 
d'obtenir une concentration plasmatique proche de ISpg/ml environ, au molns. 
Pour une forme hydrosoiubie de ligand, dont la biodisponibilite est plus grande 
(par exempie un sel de maleate du BRL49653) les doses typiques sont plus 
20 faibles, generalement inferieures a 5 mg/kg, par exempie de 0,01 a 1 mg/kg. 
Ces doses peuvent bien evidemment etre adaptees par I'homme du metier en 
fonction des constructions utiiisees, des ligands utilises, et des applications et 
effets recherches. D*une maniere generate, les resultats presentes dans les 
exempies montrent avantageusement que les compositions de rinvention 
25 permettent d'obtenir in vivo une expression forte et regulee, a des doses de 
ligand inferieures a ceiles utiiisees habituellement. En outre, bien que des 
administrations repetees de ligand peuvent etre realisees, les resultats 
presentes montrent aussi que {'expression est forte apres une prise unique de 
ligand. 

30 De maniere generate, les doses de vecteur utiiisees peuvent varier entre 

0,01 et 1000 pg, ou plus, selon les applications recherchees. 
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Uinvention peut etre utilisee pour exprimer un gene dans differents types 
de cellules, de tissus ou d'organes, in vitro, ex vivo ou in vivo. En particulier, il 
peut s'agir d'une cellule, d'un tissu ou d'un organe mannmifere, de preference 
humain. A titre illustratif, on peut citer les cellules musculaires (ou un muscle), 
hepatiques (ou le foie), cardiaques (ou le coeur, la paroi arterielle ou vasculaire), 
nerveuses (ou le cerveau, la moelle. etc) ou tumorales (ou une tumeur). 

Pr6ferentiellennent, les constructions, compositions et precede de 
I'invention sont utilises pour {'expression regulee d*un acide nucleique dans une 
cellule musculaire (ou un muscle) in vitro, ex vivo ou in vivo. Les resultats 
presentes dans les exemples illustrent plus particulierement les avantages de 
I'invention in vivo ou in vitro dans ce type de cellules. 

L'invention conceme aussi toute cellule modifiee par mise en contact avec 
une composition ou un vecteur tels que definis ci-avant. 

L'invention conceme egalement Tutilisation d'une composition, d'un vecteur 
ou d'une cellule tels que definis ci-avant, dans lesquels Tacide nucleique 
d'interet est un gene reporter (tel que par exemple la luciferase ou la 
phosphatase alcaline secretee) pour le criblage in vitro, ex vivo ou in vivo (en 
particulier dans les cellules musculaires ou un muscle) de ligands des PPAR. A 
cet egard. Tinvention decrit aussi un precede d'identification de ligands des 
PPAR comprenant la mise en contact d'une cellule telle que definie ci-avant 
avec une molecule (ou composition) test, et la mise en evidence d'une 
expression de Tacide nucleique d'interet (celui-ci etant preferentiellement un 
gene reporter). L'expression peut en outre etre comparee a celle observee en 
Tabsence de compose test ou en presence d'un ligand de reference, afin 
d'evaluer I'actlvite du compose teste. 

L'invention concerne egalement I'utilisation d'une composition ou d'un 
vecteur tels que definis ci-avant, pour la construction d'animaux transgeniques, 
notamment de mammiferes non-humains, utiles pour des etudes precliniques, 
ou pour des etudes de biodisponibilite, de marquage, etc. 

La presente invention sera decrite plus en details a I'aide des exemples qui 
suivent qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 
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LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : Representation schematique du plasmide FTKpGL3. 

5 

Figure 2 : Representation schematique du plasmide Jx3S-TK-pGL3. 

Figure 3 : Representation scliematique du plasmide Jx3AS-TK-pGL3. 

10 Figure 4 : Representation scliematique du plasmide DR1x3S"TK-pGL3. 

Figure 5 : Representation schematique du plasmide DR1x3AS-TK-pGL3. 

Figure 6 : Activit^s des promoteurs inductibles evaluees en transfections 
15 transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont 
cotransfectees avec : (i) 10 ng de plasmide FTKpGL3 (a), ou Jx3S-TK-pGL3 (b), 
ou Jx3AS-TK-pGL3 (c), ou DR1x3S-TK-pGL3 (d), ou DR1x3AS-TK-pGL3 (e), (ii) 
des quantites croissantes de plasmide pSG5-hPPARg2, et (iii) 20 ng de 
plasmide pRL-null. L'activite de chaque promoteur inductible represente Tactivite 
20 luciferase de Photinus pvralis nonnaiisee par Tactivite de ta luciferase de Renilla 
reniformis . 

Figure 7 : Activites des promoteurs inductibles evaluees en transfections 
transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont 

25 cotransfectees avec : (i) 10 ng de plasmide FTKpGL3 (a), ou Jx3S-TK-pGL3 (b). 
ou Jx3AS-TK-pGL3 (c), ou DR1x3S-TK-pGL3 (d), ou DR1x3AS-TK-pGL3 (e), (ii) 
des quantites croissantes de plasmide pSG5-hPPARa(Koz). et (iii) 20 ng de 
plasmide pRL-null. L'activite de chaque promoteur inductible represente Tactivite 
luciferase de Photinus pvralis normalisee par Tactivite de la luciferase de Renilla 

30 renifomiis. 
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Figure 8 : Representation schematique du plasmide Jx5AS-CMV-pGL3. 

Figure 9 : Activites des promoteurs inductibles evaluees en transfections 
transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont 
5 cotransfectees avec : (i) 10 ng de plasmide Jx5AS-TK-pGL3 (a), ou Jx5AS- 
CMV*pGL3 (b), (ii) des quantites croissantes de plasmide pSG5-hPPARg2, et 
(ill) 20 ng de plasmide pRL-null. L'activite de chaque promoteur inductible 
represente I'activlte luciferase de Photinus pvralis normalisee par I'activite de la 
luciferase de Reniila reniformis . 

10 

Figure 10 : Activites des promoteurs inductibles evaluees en transfections 
transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont 
cotransfectees avec : (i) 10 ng de plasmide JxnAS-TK-pGL3, (ii) 10 ng de 
plasmide pSG5-hPPARg2, et (iii) 20 ng de plasmide pRL-null. L'activite de 
IS chaque promoteur inductible represente Tactivrte luciferase de Photinus ovralis 
nonfnaiisee par Tactivite de la luciferase de Reniila reniformis . 

Figure 11 : Activites des promoteurs inductibles evaluees en transfections 
transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont 
20 cotransfectees avec : (i) 10 ng de plasmide JxnAS-CMV-pGL3, (ii) 10 ng (a) ou 
50 ng (b) de plasmide pSG5-hPPARg2, et (iii) 20 ng de plasmide pRL-null. 
L'activite de chaque promoteur inductible represente Tactivite luciferase de 
Photinus ovralis normalisee par Tactivlte de la luciferase de Reniila reniformis . 

25 Figure 12 : Representation schematique du plasmide pSG5-hPPARg2g2. 

Figure 13 : Comparaison des regulateurs transcriptionnels hPPARg2 et 
hPPARg2g2. Des myoblastes de souris (C2C12) sont cotransfectes avec : (i) 10 
ng de plasmide Jx10AS-CMV-pGL3, (ii) des quantites croissantes de plasmide 
30 pSG5-hPPARg2 (a) ou pSG5-hPPARg2g2 (b), et (iii) 20 ng de plasmide pRL- 
null. L'activite du promoteur inductible represente. Tactivite luciferase de 
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Photinus pvralis normalisee par I'activite de la luciferase de Renilla reniformis . 
(c) : facteurs d'induction par le BRL49653 obtenus avec le plasmide pSG5- 
hPPARg2 ou le piasmide pSG5-hPPARg2g2. Ce facteur d'induction est calcule 
en divisant Tactivite en presence de BRL49653 par Tactivite en presence de 
5 DMSO. 

Figure 14 : Representation schematique du plasmide Jx1 OAS-CM V-EF-pGL3. 

Figure 15 : Activites des promoteurs inductibles evaluees en transfecttons 
10 transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sent 
cotransfectees avec : (i) 10 ng de plasmide Jx1 OAS-CM V-pGL3 (a), ou JxlOAS- 
CMV-EF-pGL3 (b), (ii) des quantites crolssantes de plasmide pSG5- 
hPPARg2g2, et (iii) 20 ng de plasmide pRL-null. L'activite de chaque promoteur 
inducible represente I'activite luciferase de Photinus ovralis normalisee par 
15 ractivlte de la luciferase de Renilla reniformis . 

Figure 16 : Representation schematique du plasmide Jx5AS-TK-luc-hPPARg2. 

Figure 17 : Representation schematique du plasmide SV-g2-J10-C-pGL3. 

20 

Figure 18 : Representation schematique du plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS- 
TK-PGL3. 

Figure 19 : Representation schematique du plasmide hPPARg2-CMV-Jx10AS- 
25 CMV-PGL3. 

Figure 20 : Comparaison des differentes versions du systeme inductible in vitro , 
Des myoblastes de souris (C2C12) sont transfectes avec, pour chaque version 
du systeme, le meme nombre de moles de cassettes d'expression inductible. 
30 Les resultats sent exprimes en pourcentage de Tactivite du promoteur hCMV-IE, 
obtenue en utilisant le plasmide pCMV-leadTK. Les facteurs d'induction par le 
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BRL49653 sont calcules en divisant ractlvite en presence de BRL49653 par 
I'activite en presence de DMSO. 1 = pSG5-hPPARg2 + Jx5AS-TK-pGL3 ; 2 = 
Jx5AS-TK-luc-hPPARg2 ; 3 = pSG5-hPPARg2g2 + Jx1 OAS-CM V-pGL3 ; 4 = 
pSG5-hPPARg2 + Jx1 OAS-CM V-pGL3 ; 5 = SV-g2-J10-C-pGL3 ; 6 = hPPARg2- 
CMV-Jx5AS-TK-pGL3 ; 7 = hPPARg2-CMV-Jx1 OAS-CM V-pGL3 ; 8 = hPPARg2- 
CMV-Jx15AS-CMV-pGL3 ; 9 = hPPARg2-CMV-Jx20AS-CMV-pGL3. 

Figure 21 : Comparaison in vitro des llgands BRL49653 et RG12525. Des 
myoblastes de souris (C2C12) sont transfectes avec : (I) 10 ng de plasmide 
liPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 dont la cassette d'expression est presentee 
en (a) et (ii) 10 ng de plasmide pRL-null. (b) L'activite du promoteur inductible 
represente Tactlvlte luciferase de Photlnus ovralis nomrialisee par Tactivite de la 
luclferase de Renilla reniformis . 

Figure 22 : Comparaison de differentes versions du systeme inductible in vivo . 
Des souris C57BI/6 (6 souris par groupe) sont injectees en bilateral, dans le 
tibial cranial, avec, pour chaque version du systeme, le meme nombre de moles 
de cassettes d'expression inductible. Un electrotransfert est alors applique sur 
chaque muscle. Les animaux traltes regoivent chaque jour, par gavage. 30 mg / 
kg de BRL49653. Quatre jours apres Tinjection d'ADN, les animaux sont 
sacrifies et les muscles sont preleves pour mesurer Tactivlte luciferase. 1 = 
pCMV-leadTK ; 2 = pSG5-hPPARg2 + Jx10AS-CMV-pGL3 ; 3 = pSG5- 
hPPARg2g2 + Jx10AS-CMV-pGL3 ; 4 = hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3. 

Figure 23 : Comparaison, in vivo, de differents protocoles dinduction au 
BRL49653. Des souris C57BI/6 (6 souris par groupe) sont injectees en bilateral, 
dans le tibial cranial, avec 10 pg d'ADN contenant 1 pg du plasmide hPPARg2- 
CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 dont la cassette d'expression est presentee en (a). 
Las activltes obtenues avec les differents protocoles d'induction sont 
rassembiees dans le panneau (b). 
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Figure 24 r Representation schematique du plasmide pRDA02. 

Figure 25 : Cinetiques d*induction obtenues in vivo avec le systeme inductible. 

(A) Dix souris C57BI/6 sont injectees en bilateral, dans le tibial cranial, avec un 
5 melange d'ADN contenant 3 mg de plasmide pRDA02 et 3 mg de plasmide 

pSG5-hPPARg2. Un electrotransfert est alors applique sur chaque muscle. 
Quatre jours, puis 39 jours apres I'injection d'ADN, les animaux sont traites, par 
gavage, avec 30 mg/kg de BRL49653. A differents temps, des prises de sang 
sur heparine sont realisees, et I'activite enzymatique de la phosphatase alcaiine 

10 secrete (hSeAP) est mesuree dans le plasma, en utilisant le Kit Phospha-Light™ 
(Tropix, PE Biosystems, Foster City. CA). (B) Des souris C57BI/6 (2 groupes de 
10 souris) sont injectees en bilateral, dans te tibial cranial, avec un melange 
d'ADN contenant 3 mg de plasmide pRDA02 et 3 mg de plasmide pSG5- 
hPPARg2. Un electrotransfert est alors applique sur chaque muscle. Quatre 

15 jours apres Tinjection d*ADN, les animaux regoivent, par gavage, soit une seule 
dose de BRL49653 (30 mg/kg), soit une dose par jour (30 mg/kg) durant 5 jours. 
A differents temps, des prises de sang sur heparine sont realisees, et Tactivite 
enzymatique de la hSeAP est mesuree dans le plasma, en utilisant le Kit 
"Phospha-Light" (Tropix). Les resultats presentes (facteurs d'induction) 

20 correspondent au rapport entre I'activite de la hSeAP mesuree au jour d'interet 
et ceiie obtenue a J4. 

Figure 26 : Comparaison, in vivo, de differents ligands de PPARg, et etude de 
I'effet dose de Tun d'eux. Des souris C57BI/6 (5 souris par groupe) sont 
25 injectees en bilateral, dans le tibial cranial, avec un melange d'ADN contenant 5 
mg de plasmide pRDA02 et 5 mg de plasmide pSG5-hPPARg2. Un 
electrotransfert est alors applique sur chaque muscle. Six jours (A) ou 10 jours 

(B) apres Tinjection d'ADN, les animaux sont traites, par gavage, soit avec 
differents ligands de PPARg (A ; BRL49653, Actos"^*^ (Takeda Phannaceuticais) 

30 et Avandia™ (SmithKline Beecham)), soit avec differentes doses de BRL49653 
(8). A differents temps, des prises de sang sur heparine sont realisees, et 
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I'activite enzymatique de la hSeAP est mesuree dans le plasma, en utiiisant le 
Kit Thospha-Light" (Tropix). Les resultats presentes (facteurs d'induction) 
con^espondent au rapport entre I'activite de la hSeAP nnesuree au jour d'interet 
et celle obtenue a J6 (A) ou J10 (B). 

5 

Figure 27 : Representation schematique du plasmide Jx10AS-CMV-VEGFa165. 
MATERIELS ET METHODES 

10 Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que 

les extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN 
plasmidique en gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels 
d'agarose, la purification de fragments d'ADN par electroelution, la precipitation 
d'ADN plasmidique en milieu saiin par Fethanol ou I'isopropanol, ia 

15 transfomfiatton dans Escherichia coli sent bien connues de Thomme de Cart et 
sont abondamment decrites dans la litterature (Sambrook et coil., "Molecular 
Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
HariDor, N.Y., 1989). 

20 Le plasmide pGL3-Basic, utilise pour les cionages des differentes regions 

promotrices, ainsi que ie plasmide pRL-null, sont d'origine commerciale 
(Promega Corporation). Les plasmides pSG5 (Stratagene), pBluescript I! SK+ 
(Stratagene) et pSL301 (invitrogen Corporation) sont egalement d'origine 
commerciale. Les constructions des plasmides d'expression pSG5-hPPARg2 

25 (Fajas L. et coll., J. BioL Chem., 272 (1997) 18779-18789) et pSG5- 
hPPARa(K02) (Gervois P. et coll. MoL Endocrinol., 13 (1999) 400-409) ont ete 
precedemment decrites. 

La constaiction du plasmide pCMV-leadTK a egalement ete decrite 
30 precedemment dans ia demande de brevet FR 98/ 120000 du 25/09/98 et dans 
la demande de brevet US SN 60/123,298 (provisional application). 



wo 00/78986 



PCT/FROO/01744 



25 

li est rappele que ce piasmide est construit de la maniere suivante. Le 
vecteur d'expression pCGN precedemment decrit par Tanaka et coll. {Cell, 60 
(1990) 375-386) contient le promoteur CMV (-522/+72) fusionne au « leader » 
du gene tk de HSV (+51/+101) en amont d'une sequence codant pour Tepitope 
5 de I'hemaggiutinine. Le piasmide pGCN (10ng) a ete utilise comme matrice pour 
une amplification ACP. Les amorces qui ont ete utilisees sont les suivantes : 

- Amorce 6718 (5* CCCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCG 3*) (SEQ 
ID NO : 26), cette amorce s'hybride avec le promoteur CMV en position - 522 ( 8 
nucleotides en aval du site EcoRI de pCGN). 

10 - Amorce 6719 (5' GGGACGCGCTTCTACAAGGCGCTGGCCGAA 3') 

(SEQ ID NO : 27), cette amorce s'hybride jusqu'en position 101 du « leader » 
tk . Le premier nucleotide G en gras est destine a restaurer le site Ncol de 
pGL3-Basic comme sera expiicite ci-dessous. 

Le fragment d'ACP ainsi obtenu est purifie puis phosphoryle a I'alde de la 

15 polynucleotide kinase du phage T4 (New Englands Biolabs). Parallelement, le 
vecteur pGL3-Basic (Promega) a 6te linearise par Ncol . purifie puis traite par ta 
Klenow ADN polymerase (Boehringer Manheim) afin de remplir le site Ncol , Ce 
vecteur est ensuite depiiosphoryle a Taide de la phosphatase aicaiine 
(Boehringer Manheim) puis utilise pour Tinsertion du fragment ACP phosphoryle. 

20 Ainsi, la guanosine (G) de Tamorce 6719 permet de restaurer ie site Ncol 
uniquement lorsque le fragment CMV-leader tk est oriente avec la partie 5* 
(amorce 6718, position -522 du CMV) en aval du site Hindlll de pGL3-Basic et 
son extremite 3' (amorce 6719. leader tk) est ligaturee au site Ncol de p6L3- 
Basic (premier ATG de la luciferase). Le piasmide obtenu est designe pCMV- 

25 leadTK, 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique d'ACP 
(Amplification en Chaine par la Polymerase) peut etre effectuee en utilisant un 
DNA thermal cycler^ (Perkin Elmer Cetus) selon les recommandations du 
fabricant. 
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L'electroporation d'ADN plasmidique dans des cellules d' Eschertchia coli 
peut etre realisee a I'aide d'un electroporateur (Bio-Rad) selon las 
recommandations du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par le 
5 methode developpee par Sanger et coll. (Proc, Natl. Acad. ScL USA, 74 (1977) 
5463-5467) en utilisant ie kit distribue par Applied Biosystems seion les 
recommandations du fabricant. 

Les myoblastes murins C2C12 sont cultives en milieu DMEM^*^ (Life 
Technologies Inc.) supplemente avec 10% de serum de veau foetal (SVF). Les 

10 cultures sont realisees dans une etuve a 37**C, en atmosphere humide et sous 
une pression partielle en CO2 de 5%. 

Les transfections sont realisees en plaques 24 puits et chaque transfection 
est effectuee trois fois. Vingt quatre heures avant la transfection, les cellules 
sont ensemencees a 3x10^ cellules par puits en milieu DMEM"™. Pour chaque 

IS puits, 500 ng d'ADN plasmidique (plasmides d'interet et pBluescript II SK+ pour 
completer a 500 ng) sont melanges au iipide cationique RPR1 20535 B 
(W097/18185) a raison de 6 nmoies de iipide par {jg d*ADN dans du milieu 
DMEM™ (20 pi final) comprenant 150 mM de NaCl et 50 mM de bicarbonate. 
Apres 20 minutes a temperature ambiante, les 20 \i\ du melange ADN/iipide sont 

20 mis en contact avec les cellules, en absence de SVF, durant 2 heures. Le milieu 
de culture est alors supplemente en SVF ou en ULTROSER™ (BioSepra Inc.) 
de maniere a obtenir une concentration finale de respectivement 10% ou 2%. 
Les ligands des PPAR, dissous dans du DMSO, sont ajoutes dans le milieu de 
culture en meme temps que le SVF ou I'ULTROSER'^'^. Quarante huit heures 

25 apres la transfection, le milieu de culture est retire et les cellules sont rincees 
deux fois avec du PBS (Life Technologies inc.). L'activite de la luciferase de 
Photinus pvralis et Tactivite de la luciferase de Renilla reniformis sont alors 
determinees a Faide du kit Dual-Luciferase Reporter Assay System^ (Promega 
Corporation) seion les recommandations du foumisseur. 

30 Les experiences de transfert de gene in vivo sont realisees sur des souris 

femeiies C57BI/6 agees de 6 semaines. Les animaux sont anesthesies avec 
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250 pi d'un melange ketamine (Rhone M6rieux. 10 mg/ml final) / Xylazlne (Bayer 
Phanna, 0,3 mg/ml final) par voie intraperitoneale. Une injection d*une quantite 
totale de 10 pg d*ADN est alors realisee dans chaque muscle tibial cranial. 
Chaque patte est ensuite soumise a un champ electrique (frequence de 1 Hz; 4 
5 pulses de 20 ms a 250 V/cm). Durant toute la duree de I'experience, les 
animaux re90ivent chaque matin, par gavage, soit 30 mg/kg de BRL49653 
(SmithKline Beecham) en cart)oxycellulose 1% (poids/volume), soit la 
carboxyceilulose 1% seule. Quatre jours apres le transfert de gene, les animaux 
sont sacrifies et les muscles preleves en tampon de lyse PLB^ (Promega 

10 Corporation) dans des tubes Lysing Matrix^ (BIO 101, inc.). Le broyage des 
muscles, qui permet d'extraire la luciferase, est realise a Taide de I'appareil 
FastPrep™ (BIO 101. Inc.) durant 25 secondes a 6,5 m/s. L'activite de la 
luciferase de Photinus ovralis est aiors detenminee a Taide du kit Luciferase 
Assay System""^ (Promega Corporation) selon les recommandations du 

15 fournisseur. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : Construction de promoteurs inductibles par ies PPAR et de 
20 piasmides d'expression ies contenant. 

1.1. Plasmide FTKpGL3. 

Un fragment d'ADN, correspondant a une partie du promoteur du gene TK 
25 du virus herpes simplex de type 1 (HSV-1), compris entre les positions -105 et 
+56 par rapport au site d'initiation de la transcription, a ete amplifie par ACP en 
utilisant le plasmide pBLCAT2 (Luckow B. et Schutz G., Nucleic Acids Res,, 15 
(1987) 5490) comme matrice et les oligonucleotides 5* CGA CTC TAG AAG 
ATC TTG CCC CGC CCA GCG 3* (SEQ ID NO: 28) et 5* TCG CCA AGC TTC 
30 TCG TGA TCT GCG GCA 3' (SEQ ID NO: 2) comme amorces. Ce fragment a 
ete digere par Bolll et HindlH puis a ete done dans le plasmide pGL3-Basic 
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prealablement digere par BqlH et Hindlll pour obtenir le piasmide FTKpGLS. Une 
representation schematique de ce piasmide est presentee dans la figure 1. 

5 1 .2- Plasmides JxnS-TK-pGL3. 

Un fragment d'ADN, contenant un ou plusieurs (n) sites J du promoteur du 
gene de l*ApoA-ll humaine, a ete amplifie par ACP en utilisant le piasmide 
J3TKpGL3 (Vu-Dac N. et coll., J. Clin. Invest., 96 (1995) 741-750) comme 

10 matrice et les oligonucleotides 3RDA37 (5' ACQ TGT CGA GAG TAG TGG CTA 
GAG GAT CTC TAG GAG G 3' ; SEQ ID NO: 3) et 4RDA48 (5* CGA TGG TAG 
OCT CGA GCA ATG TGG TAG CGA GAT CCT TCA ACC TTT ACC 3* ; SEQ ID 
NO: 4) comme amorces. Ce fragment a ete digere par Xhol et Soel puis a ete 
clone dans le piasmide FTKpGL3 prealablement digere par Xhol et Nhel . dans 

15 le sens de la transcription du promoteur minimal TK (S), pour obtenir les 
plasmides Jx1S-TK-pGL3, Jx2S-TK-pGL3 et Jx3S-TK-pGL3. selon le nombre de 
sites J presents. Une representation schematique du piasmide Jx3S-TK-pGL3 
est presentee dans la figure 2. 

Le fragment d'ADN, amplifie par ACP en utilisant le piasmide J3TKpGL3 et 

20 les oligonucleotides 3RDA37 et 4RDA48 comme amorces, digere par Xhol et 
Spei . a egalement ete clone dans le piasmide Jx3S-TK-pGL3 prealablement 
digere par Xhol et Nhel pour obtenir les plasmides Jx4S-TK-pGL3, Jx5S-TK- 
pGL3 et Jx6S-TK-pGL3, selon le nombre de sites J presents. 

25 

1.3. Plasmides JxnAS-TK-pGL3. 

Les plasmides JxnAS-TK-pGL3 different des plasmides JxnS-TK-pGL3 par 
Torientation des sites J presents dans le promoteur inductible. Un fragment 
30 d'ADN, contenant un ou plusieurs sites J du promoteur du gene de TApoA-ll 
humaine. a ete amplifie par ACP en utilisant le piasmide J3TKpGL3 comme 



wo 00/78986 



PCT/FROO/01744 



29 

matrice et les oligonucleotides 3RDA37 et 4RDA48 comme amorces. Ce 
fragment a ete digere par Salt et Nhel puis a ete clone, dans le sens inverse de 
la transcription du promoteur minimal TK (AS), dans le plasmide FTKpGL3 
prealablement digere par Xhol et Nhel pour obtenir les plasmides Jx1AS-TK- 
5 pGLS, Jx2AS-TK-pGL3 et Jx3AS-TK-pGL3, selon le nombre de sites J presents. 
Una representation schematique du plasmide Jx3AS"TK-pGL3 est presentee 
dans la figure 3. 

Le fragment d'ADN. ampiifie par ACP en utilisant le plasmide J3TKpGL3 et 
les oligonucleotides 3RDA37 et 4RDA48 comme amorces, digere par Kpnl et 
10 Sfiel. a egalement ete clone dans Torientatlon antisens (AS) dans le plasmide 
Jx3AS-TK-pGL3 prealablement digere par Kpnl et Nhel pour obtenir les 
plasmides Jx4AS-TK-pGL3 et Jx5AS-TK-pGL3 selon le nombre de sites J 
presents. 

15 

1 A Plasmides DR1xnS-TK-pGL3. 

Ces plasmides contiennent, comme element de reponse aux PPAR 
(PPRE), une sequence consensus (AGGTCA A AGGTCA . SEQ ID NO: 5) 

20 appelee DR1 consensus. Un fragment d'ADN, contenant un ou plusieurs sites 
DR1 consensus, a ete ampiifie par ACP en utilisant les oligonucleotides 
1RDA69 (5' ACG TGT. CGA CAC TAG TCA AAA CTA GGT CAA AGG TCA 
CGG AAA ACT AGG TCA AAG GTC ACG GAA AAC TAG 3' ; SEQ ID NO: 6) et 
2RDA64 (5' CGA TGG TAG OCT CGA GCA ATG TGC TAG CCG TGA OCT 

25 TTG ACC TAG TTT TCC GTG ACC TTT GAC C 3' ; SEQ ID NO: 7) comme 
amorces. Ce fragment a ete digere par Xhol et Spel puis a ete clone, dans 
rorientatlon sens, dans le plasmide FTKpGLS prealablement digere par Xhol et 
Nhel pour obtenir les plasmides DRlx2S-TK-pGL3 et DR1x3S-TK-pGL3, selon 
le nombre de sites DR1 consensus presents. Une representation schematique 

30 du plasmide DR1x3S-TK-pGL3 est presentee dans la figure 4. 
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Le fragment d'ADN, amplifie par ACP en utilisant les oligonucleotides 
1RDA69 et 2RDA64 comme amorces, digere par Xhol et SpeL a egalement ete 
clone dans le plasmide DR1x3S-TK-pGL3 prealablement digere par Xhol et 
Nhel pour obtenir les plasmides DR1x5S-TK-pGL3, DRlx6S-TK-pGL3 et 
5 DR1x7S-TK-pGL3, selon le nombre de sites DR1 consensus presents. 

1.5- Plasmides DR1xnAS-TK-pGL3. 

10 Les plasmides DR1xnAS-TK-pGL3 different des plasmides DR1xnS-TK- 

pGL3 par Torientation des sites DR1 consensus presents dans le promoteur 
inductible. Un fragment d'ADN, contenant une ou plusieurs sequences DR1 
consensus, a ete amplifie par ACP en utilisant les oligonucleotides 1 RDA69 et 
2RDA64 comme amorces. Ce fragment a ete digere par Sail et Nhel puis a ete 

15 clone, dans Torientation antisens, dans le plasmide FTKpGLS prealablement 
digere par Xhol et Nhel pour obtenir les plasmides DR1x2AS-TK-pGL3 et 
DR1x3AS-TK-pGL3, selon le nombre de sites DR1 consensus presents. Une 
representation schematique du plasmide DR1x3AS-TK-pGL3 est presentee 
dans la figure 5. 

20 Le fragment d'ADN, amplifie par ACP en utilisant les oligonucleotides 

1RDA69 et 2RDA64 comme amorces, digere par Kpnl et Spel , a egalement ete 
clone dans le plasmide DR1x3AS-TK-pGL3 prealablement digere par Kpnl et 
Nhel pour obtenir les plasmides DR1x5AS-TK-pGL3 et DR1x6AS-TK-pGL3 
selon le nombre de sites DR1 consensus presents. 

25 

EXEMPLE 2 : Specificite des PPAR pour differents elements de reponse. 
2.1 • Systeme utilisant hPPARg2. 

30 
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L'activite des promoteurs inductibles. en utilisant hPPARg2 comme 
regulateur transcriptionnel, a ete evaluee en transfection transitoire dans des 
myoblastes de souris (figure 6). Les resultats montrent que, seion Telement de 
reponse utilise (PPRE), I'induction par le ligand de hPPARg2 (BRL49653) et 
5 I'activite finale apres activation variant. Les meiileurs resultats ont ete obtenus 
en utilisant des sites J comme PPRE. De plus, I'orientation du PPRE est 
egalement importante. Dans le cas du site J, Torientation AS est plus favorable 
(Panneau c). 

10 

2.2. Systeme utilisant hPPARa. 

Les resultats obtenus avec hPPARa comme regulateur transcriptionnel, 
sont rassembles dans la figure 7. Contrairement au hPPARg2, c'est le DR1 
15 consensus qui est le meilleur PPRE pour hPPARa (Panneaux d et e) 

Ces resultats montrent done (1) la fonctionnalite des plasmides de 
rinvention et (2) que selon le PPAR choisi dans ie systeme inductible, tl est 
important de selectionner le PPRE le plus adapte au regulateur transcriptionnel. 
Ce choix peut influencer le facteur d'induction du a la presence du ligand mais 
20 egalement le niveau d'activite atteint apres induction. II est bien entendu que 
d'autres PPRE peuvent etre utilises dans le systeme de I'invention. 

EXEMPLE 3 : Construction de promoteurs inductibles par les PPAR 
25 contenant un promoteur minimum autre que celui de HSV1-TK comme par 
exemple le promoteur minimum de hCMV-IE. 

3.1. Construction des plasmides contenant le promoteur minimum de 
hCMV-IE. 

30 
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Un fragment d'ADN, contenant le promoteur minimum de hCMV-IE (de la 
position -54 a la position +48 par rapport au site d'initiation de la transcription), a 
ete ampliffe par ACP en utilisant le plasmide pCMVS (Clontech) comme matrice 
at les oligonucleotides 5RDA32 (5* ACG TAG ATC TCG GTA GGC GTG TAG 
5 GGT GGG AG 3* ; SEQ. ID NO: 8) et 6RDA29 (5' ACG TAA GOT TCT ATG 
GAG GTC AAA ACA GC 3' ; SEQ ID NO: 9) comme amorces. Ce fragment a ete 
dlger6 par Hindlll et BqIII puis a ete done dans le plasmide FTKpGL3 
prealablement digere par Hindlll et Bqlll pour obtenir le plasmide FCMVpGLS. 
Le plasmide Jx5AS-TK-pGL3 a ete digere par BqIII et Nhel pour isoler le 

10 fragment Bqlll-Nhel de 179 pb contenant 5 copies du site J. Ce fragment a ete 
insere dans le plasmide FCMVpGLS prealablement digere par Bqlll et Nhel pour 
donner le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3. Une representation schematique du 
plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 est presentee dans la figure 8. 

Le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 a ete digere par SphI et Nhel pour isoler le 

15 fragment Sphl*Nhel de 982 pb contenant 5 copies du site J, le promoteur 
minimum hCMV-IE et la partie 5' du gene codant pour la luciferase. Ce fragment 
a ete insere dans le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 prealablement digere par SphI 
et Spel pour donner le plasmide Jx10AS-CMV-pGL3. Les plasmides Jx15AS- 
CMV-pGL3 et Jx20AS-CMV-pGL3 ont egalement ete obtenus en suivant la 

20 meme strategie. 



3.2, Activite des plasmides contenant le promoteur minimum de hCMV-IE. 

25 Une comparaison des promoteurs minimum pouvant etre utilises dans le 

systeme inductible a ete reaiisee en transfection transitoire. Les resultats, 
rassembles dans la figure 9, montrent que selon le promoteur minimum, ractlvite 
finale apres induction peut varier d'un facteur deux. Ces resultats montrent en 
particuiier que, dans les conditions testees, le promoteur CMV semble donner 

30 une activite superieure. Bien entendu, d'autres promoteurs minimum, comme 
des promoteurs ne contenant pas de boite TATA, peuvent etre utilises. 
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EXEMPLE 4 : Importance du nombre d'elements de reponse presents dans 
les promoteurs inductibies . 

5 

L'optimisation du nombre de PPRE presents dans le promoteur inductible 
a ete etudiee en transfection transitoire. Les resultats, presentes dans la figure 
10, montrent que plus le nombre de copies du PPRE est important, plus le 
facteur dinduction par le ligand et Cactivite induite sont eieves. Par contre, si ce 
10 nombre est trop important, a la fois le facteur d'induction et Tactivite induite 
diminuent, et ceci quelle que soit la quantite de hPPARg2 presente dans I'essai 
(figure 11). Le nombre de PPRE optimal semble compris entre 10 et 15. 

15 EXEMPLE 5 : Construction d'un regulateur transcriptionnel fortement 
inductible par les ligands des PPAR. 

• 5.1. Construction d'un regulateur transcriptionnel comprenant deux copies 
du domalne de liaison au ligand. Constnjction du plasmide pSG5-hPPARg2g2. 

20 

Un fragment d'ADN, note A, contenant la region de TADN complementaire 
de hPPARg2 codant pour la partie C-temiinale du domaine F, a ete amplifie par 
ACP en utilisant le plasmide pSG5-hPPARg2 comme matrice et les 
oligonucleotides 20RDA21 (5' GGT TTG CTG AAT GTG AAG CCC 3' ; SEQ ID 

25 NO: 10) et 21RDA42 (5' AGT CTG TAG AGO TAG GCG TAG AAG TCC TTG 
TAG ATC TCC TGC 3' ; SEQ ID NO: 1 1) comme amorces. Un fragment d'ADN, 
note B, contenant la region de TADN complementaire de hPPARg2 codant pour 
les domaines E et F, a ete amplifie par ACP en utilisant le plasmide pSG5- 
hPPARg2 comme matrice et les oligonucleotides 22RDA32 (5' AGT CAC GCG 

30 TGG GCG ATC TTG ACA GGA AAG AC 3' ; SEQ ID NO: 12) et 23RDA21 (5* 
' GCC TTT GAG TGA GCT GAT ACC 3* ; SEQ ID NO: 13) comme amorces. Le 



wo 00/78986 



PCT/FROO/01744 



34 

fragment A, digere par Sad et Mlul et le fragment B, digere par Mlul at Xbal ont 
ete clones ensemble dans le plasmide pSG5-hPPARg2 prealablement digere 
par Sad et Xbal pour obtenir le plasmide pSG5-hPPARg2g2. Ce plasmide, dont 
une representation schematique est presentee dans la figure 12, cx>ntient un 
5 ADN complementaire qui code pour un regulateur transcriptionnel (note 
hPPARg2g2) comprenant deux copies des domaines E et F, c'est a dire deux 
domaines de liaison au ligand. 

La sequence complete du PPARy2y2 est representee ci-dessous (SEQ ID 
NO: 24) : 

10 MGETLGDSPIDPESDSFTDTLSANISQE^mm)TEMPFWPTNFGISSVDLSVMEDHSHSFD 

KPFTTVDFSSISTPHYEDIPFTRTDPWADYKYDLiaQEYQSAIKVEPASPPyySE^ 

KPHEEPSNSLMAIECRVCGDKASGFHYGVHACEGCKGFFRRTIRLKXIYDRCI)^ 

RNKCQYCRFQKCLAVGMSHNAIRFGRMPQAEKEKLLAEI 

SYIKSFPLTKAKARAILTGICITOKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHI^^ 
1 5 QGCQFRSVEAVQEITEYAKS IPGFVNLDLNDQVTLLKYGVHEI I YTMI*?^LMN^ 

QGFMTREFLKSIiRKPFGDFMEPKFEFAVK3?NMiEI^^ 

EDIQDNIJ^ALELQLKLNHPESSQLFAKIjLQKKroiJ^QIVTEI^ 

LQEIYKDLYAWAILTGKTTDKSPFVIYDMNSIjyMGEDKIK^ 

QFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTLLKYGVHEIIYT^^ 
20 MTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVI ILSGDRPGLLNVKPIEDI 

QDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAIOjLQKMTDLRQIVTEHVQI^QVIK^ 

lYKDLY 



La sequence de la partie C-terminale de PPARy2y2. comprenant les domaines E 
25 et F, est la sequence SEQ ID NO : 25 suivante : 



MMGEDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIFQGCQFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNIJ^L^ 
LKYGVHEIIYTMLASIiMNKDGVLISEGQGFMTREFLKSLRKPFGDB^ 
DDSDLAIFIAVIILSGDRPGIJJNVKPIEDIQDNLLQALELQLKLiraPESS^^ 
30 U^QIVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPliLQEIYKDLYAWAILTGIOTDKS^ 

EDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIFQGCOFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTI^ 
GVHEIIYTMLASLI^KDGVLISEGQGFMTREFLKSLRIC^ 
DliAIFIAVIILSGDRPGU^NVKPIEDIQDNLLQALELQLKIiNHPESSQL^ 
IVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPLLQEIYKDLY 

35 



5.2. Activite du plasmide pSG5-hPPARg2g2. 
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Les resuttats presentes dans la figure 13 montrent que si Tactivite induite 
est plus faible en utilisant hPPARg2g2 comme regulateur transcriptionnel (figure 
13 a et b), le facteur d'induction par le ligand (figure 13 c) est beaucoup plus fort 
avec ce regulateur. La difference entre les deux regulateurs transcriptionnels 
5 s'explique par le fait que pour hPPARg2g2. le bruit de fond du systeme en 
absence de ligand est faible et reste faible. quelle que soit la quantite de 
regulateur present. D'autre part, plus la quantite de hPPARg2g2 augmente, plus 
I'activite induite est forte, ce qui n*est pas le cas du systenne utilisant hPPARg2 
qui semble saturer. 

10 La presence d'un deuxieme domaine de liaison au ligand (hPPARg2g2) 

confere done au regulateur transcriptionnel une plus grande inductibillte par le 
ligand. 

EXEMPLE 6 : Augmentation de I'activite finale des promoteurs inductibles. 

15 

6.1. Constnjction d'une cassette d'expression inductible comprenant 
rintron de hEFIa. Construction du plasmide Jx10AS-CMV-EF-pGL3. 

Un fragment d'ADN, contenant le premier intron du gene codant pour 
20 hEFIa (de la position +16 a la position +984 par rapport au site dinitiation de la 
transcription ; numero d'acces a Genbank : E02627), a ete amplifie par ACP en 
utilisant les oligonucleotides 25RDA35 (5' AGT CAC TAG TAA GCT TTT TGC 
CGC CAG AAC ACA GG 3' ; SEQ ID NO: 14) et 26RDA36 (5* AGT CAC TAG 
TOG ATG GCT GCC CAG TGC CTC AGG ACC 3' ; SEQ ID NO: 15) comme 
25 amorces. Ce fragment a ete digere par Hindlll et Ncol puis a ete clone dans le 
plasmide Jx10AS-CMV-pGL3 prealablement digere par Hindlll et Ncoi pour 
obtenir le plasmide Jx10AS-CMV-EF-pGL3. Une representation schematique du 
plasmide Jxl OAS-CM V-EF-pGL3 est presentee dans la figure 14. 

30 6-2. Activite du plasmide Jxl 0AS-CMV-EF-pGL3. 
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Dans le but d'augmenter I'activite finale du systeme, une sequence 
enhancer, situee dans le premier Intron du gene hEF1a, a ete donee au 
voislnage du promoteur Inductible. Les resultats presentes dans la figure 15 
montrent que la presence de la region enhancer augmente I'activite induite du 
5 systeme et ceci quelle que soit la quantite de regulateur transcriptionnei utilises. 

EXEMPLE 7 : Construction de plasmides comprenant a la fois une cassette 
d'expression du regulateur transcriptionnei et une cassette d'expression 
10 inductible. 

7.1. Plasmide Jx5AS-TK-luc-hPPARg2. 

Le plasmide pSG5-hPPARa(Koz) a ete digere par M!yi et Seal pour isoler 
15 le fragment Mlul-Scal de 1229 pb contenant la region 3' de I'ADN 
complementaire de hPPARa. Ce fragment a ete insert dans le plasmide 
pSL301 prealablement digere par Mlul et Smal pour donner le plasmide pSL- 
3'hPPARa. 

Le plasmide pSG5-hPPARa(Koz) a ete digere par Sail et Mlul pour isoler 
20 le fragment Sall-Mlul de 1406 pb contenant le promoteur precoce du virus SV40 
et la region 5' de I'ADN complementaire de hPPARa. Ce fragment a ete insere 
dans le plasmide pSL-3'hPPARa prealablement digere par Xhoi et Mui Pour 
donner le plasmide pSL-hPPARa. 

Le plasmide pSL-hPPARa a ete digere par Soel et Sail POur isoler ie 
25 fragment Soel-Sall de 2664 pb contenant le promoteur precoce du virus SV40 et 
I'ADN complementaire de hPPARa. Ce fragment a ete insere dans le plasmide 
pBluescript II SK+ prealablement digere par Soel et SaM pour donner le 
plasmide pBS-hPRARa. 

Le plasmide pSG5-hPPARg2 a ete digere par Avrll et Sad pour isoler le 
30 fragment Avrll-SacI de 2070 pb, note C, contenant la region 5' de I'ADN 
' complementaire de hPPARg2. Un fragment d'ADN, note D. contenant la region 
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3' de TADN complementaire de hPPARg2, a ete amplifie par ACP en utilisant le 
plasmide pSG5-hPPARg2 comme matrice et les oligonucleotides 10RDA21 (5' 
CAG GTT TGC TGA ATG TGA AGC 3* ; SEQ ID NO: 16) et 1 1RDA40 (5' TGA 
CGT GTC GAG CTA GTA CAA GTC GTT GTA GAT CTC CTG C 3* ; SEQ ID 
5 NO: 17) comme amorces. Le fragment C et le fragment D, digere par Sad et 
Sail , ont ete clones ensemble dans le plasmide pBS-hPPARa prealablement 
digere par Avrll et Sail pour obtenir le plasmide pBS-hPPARg2. 

Le plasmide Jx5AS-TK-pGL3 a ete digere par Kpnl et SaH pour isoler le 
fragment Kpnl-Sall de 2324 pb contenant le gene luc+ sous controle d'un 
10 promoteur inductible. Ce fragment a ete insere dans le plasmide pBS-hPPARg2 
prealablement digere par Kpnl et Sail pour donner le plasmide Jx5AS-TK-luc- 
hPPARg2. Une representation schematique du plasmide Jx5AS-TK-luc- 
hPPARg2 est presentee dans la figure 16. 

15 7.2. Plasmide SV-g2-J10-C-pGL3. 

Le plasmide pBS-hPPARg2 a ete digere par Not! et Sail pour isoler le 
fragment Notl-Sall de 2622 pb, note E, contenant l*ADN complementaire de 
hPPARg2 sous controle du promoteur precoce de SV40. Un fragment d'ADN, 

20 note F, contenant le site de polyadenylation du virus SV40, a ete amplifie par 
ACP en utilisant le plasmide FTK-pGL3 comme matrice et les oligonucleotides 
18RDA31 (5' AGT CGT CGA CGC TTC GAG CAG ACA TGA TAA G 3* ; SEQ ID 
NO: 18) et 19RDA35 (5' AGT CGC TAG CGA CGG ATC CTT ATC GAT TTT 
ACC AC 3* ; SEQ ID NO: 19) comme amorces. Le fragment E et le fragment F. 

25 digere par SaH et Nhel . ont ete clones ensemble dans le plasmide JxlOAS- 
CMV-pGL3 prealablement digere par Not! et Nhel pour obtenir le plasmide SV- 
g2-J10-C-pGL3. Une representation schematique du plasmide SV-g2-J10-C- 
pGL3 est presentee dans la figure 17. 



30 7.3, Plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK-pGL3. 
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Un fragment d'ADN, note G, contenant TADN complementaire de 
hPPARg2, a ete amplifie par AGP en utilisant le plasmide Jx5AS-TK-luc- 
hPPARg2 comma matrice et les oligonucleotides 12RDA50 (5* GTC AGC TAG 
COT ACT CGA GCC AGO ATG GGT GAA ACT CTG GGA GAT TCT CC 3* ; 
5 SEQ ID NO: 20) et 13RDA42 (5' TAG GGG GTA GCC AGA CAT GAT AAG ATA 
CAT TGA TGA GTT TGG 3' ; SEQ ID NO: 21) comme amorces. Un fragment 
d'ADN, note contenant le promoteur minimum de liCMV-lE (de ia position -54 
a la position +48 par rapport au site d*initiation de la transcription), a ete amplifie 
par ACP en utilisant le plasmide pCMVB comme matrice et les oligonucleotides 

10 14RDA33 (5' GTC AGC TAG CCG GTA GGC GTG TAG GGT GGG AGG 3* ; 
SEQ ID NO: 22) et 15RDA33 (5' TAG GGT CGA GGT TCT ATG GAG GTC 
AAA AGA 
GGG 3* ; SEQ ID NO: 23) comme amorces. Le fragment G, digere par Kpnl et 
Xhol et le fragment H, digere par Xhol et Nhel ont ete clones ensemble dans le 

15 plasmide Jx5AS-TK-pGL3 prealablement digere par Kpnl et Nhel pour obtenir 
le plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK-pGL3. line representation schematique 
du plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK-pGL3 est presentee dans la figure 18. 



7.4. Plasmides hPPARg2-CMV-JxnAS-CMV-pGL3. 

20 

Le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 a ete digere par Nhel et SphI pour isoler ie 
fragment Nhel-SphI de 982 pb contenant la region 5' du gene luc+ sous controle 
d'un promoteur inductible. Ce fragment a ete insere dans le plasmide hPPARg2- 
CMV-Jx5AS-TK-pGL3 prealablement digere par Spel et SphI pour donner le 
25 plasmide hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3. Une representation schematique 
du plasmide hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 est presentee dans la figure 
19. 

Le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 a ete digere par Nhel et Soht pour isoler le 
fragment Nhel-SphI de 982 pb contenant la region 5' du gene luc+ sous controle 
30 d'un promoteur inductible. Ce fragment a ete insere dans le plasmide hPPARg2- 
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CMV-Jx10AS-CM\/-pGL3 prealablement digere par Spe> et SphI pour donner le 
plasmide hPPARg2-CMV-Jx1 5AS-CMV-pGL3. 

Le plasmide Jx10AS-CMV-pGL3 a ete digere par Nhel et SphI pour isoler 
le fragment Nhel-SphI de 1151 pb contenant la region 5' du gene luc+ sous 
5 contr6te d'un promoteur inductible. Ce fragment a ete insere dans ie plasmide 
hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 prealablement digere par Soel et Sohl pour 
donner le plasmide hPPARg2-CMV-Jx20AS-CMV-pGL3. 

10 EXEMPLE 8 : Comparaison des differentes versions du systeme inductible 
in vitro . 

La figure 20 rassemble les resultats obtenus in vitro avec plusieurs 
versions du systeme inductible. Ces resultats montrent que les systemes 

15 utiiisant deux plasmides (figure 20 lignes 1. 3 et 4) comme les systemes a un 
seul plasmide (figure 20 lignes 2 et 5 a 9) sont fonctionnels ; c'est a dire que la 
presence d'un ligand de PPARg (ici le BRL49653) augmente fortement 
Texpression du gene place sous le contrdle du promoteur inductible. On 
remarque egalement que pour certains systemes (figure 20 lignes 3 et 7 a 9) le 

20 facteur dinduction par le ligand est superieur a 30, et que pour le systeme 
presente sur la figure 20 ligne 4, ractivite apres induction est egale a celle d'un 
promoteur fort comme celle du promoteur hCMV-IE. 

25 EXEMPLE 9 : Differents iigands des PPAR peuvent activer le systeme 
inductible. 

9.1- Systeme utiiisant hPPARg2. 

30 Les resultats presentes dans la figure 21 montrent que des Iigands de 

hPPARg autres que le BRL49653, ici le RG12525 (ligand RPR de hPPARg), 
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peuvent etre utilises pour activer le systeme inductible. A une concentration de 
100 pM, un traitement avec le RG12525 conduit meme a une induction plus 
• forte que celle obtenue avec le BRL49653. Tout autre ligand de PPARg peut 
done etre utilise comma inducteur du systeme. 

5 

9.2. Systeme utilisant hPPARa. 

De la meme maniere que pour le systeme utilisant hPPARg, un systeme 
10 utilisant hPPARa comme regulateur transcriptionnel peut etre active avec les 
fibrates ou le WY-14,643 par exemple ou tout autre ligand de hPPARa. 

EXEMPLE 10 : Le systeme inductible peut etre active In vivo , dans le 
15 muscle. 

La figure 22 rassemble les resultats obtenus in vivo , dans le muscle, avec 
differentes versions du systeme inductible. Les resultats montrent que pour les 
trois versions testees (figure 22 iignes 2 a 4), un traitement par gavage avec un 

20 ligand de hPPARg est capable d'augmenter fortement dans le muscle, I'activite 
des promoteurs Inductibles. Les facteurs d'induction sont : x14 pour la version 
figure 22 ligne 2, x8 pour la version figure 22 ligne 3, et x24 pour la version 
figure 22 ligne 4. De plus, pour Tune des versions (figure 22 ligne 2), I'activite 
obtenue chez les animaux traites au BRL49653 est de Tordre de celle d'un 

25 promoteur fort comme le promoteur hCMV-IE. 

Les resultats, presentes dans la figure 23, montrent egalement qu'une 
seule prise de ligand peut induire le systeme, que cette prise ait lieu avant ou 
apres le transfert de gene. Cette experience montre aussi qu*une dose deux fois 
moins importante que celle utilisee habitueliement, permet d'obtenir le meme 

30 facteur d'induction. 
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Le systeme, utilisant un recepteur nucleaire PPAR comme regulateur 
transcriptionnel, est done fonctionnel in vivo et peut etre induit par ia prise orale 
d'un ligand das PPAR. 

5 EXEMPLE 11 : Construction d'un piasmide permettant i'expression 
inductibie d'un gene dont le produit est secrete. 

11.1 Construction du piasmide pRDA02. 

10 Le piasmide Jx10AS-CMV-pGL3 a ete digere par Hindlll et Mlul pour isoler 

le fragment Hindlll - Mlul de 459 pb. Ce fragment a ete insere dans le piasmide 
pXL3010 (Bettan M. et coll., AnaL Biochem,, 271 (1999) 187-189) preaiablement 
digere par Hindlll et Mlul pour donner le piasmide pRDA02. Ce piasmide contient 
TADN complementaire du gene codant pour la forme secretee de ia phosphatase 

15 aicaline placentaire humaine (hSeAP) dont Texpression est sous contrdle d'un 
promoteur inductibie par le systeme utilisant les PPARs comme regulateur 
transcriptionnel. Une representation schematique du piasmide pRDA02 est 
present§e dans la figure 24. 

20 

EXEMPLE 12 : Le systeme inductibie permet de reguler, in vivo , la 
concentration piasmatique d'une proteine secretee. 

Les resultats presentes dans la figure 25 montrent qu'en utilisant le 
25 systeme inductibie, il est possible de reguler dans le temps la concentration 
piasmatique d'une proteine secretee a partir du muscle, et ceci avec une simple 
prise orale d*un ligand des PPAR. La concentration piasmatique de ia hSeAP est 
augmentee d'un facteur 18 (figure 25A) deux jours apres la prise de ligand, puis 
retoume a son niveau de base une semaine plus tard. Entre le 21^ et le 39*^ 
30 jour, une reponse immunitaire dirigee centre la hSeAP d'origine humaine est 
observ^e et se traduit par une diminution de la concentration piasmatique de 
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cette proteine. Malgre cette reponse immune, il est possible de reaiiser un secx)nd 
cycle d'induction (figure 25A). 

Comme le montre la figure 25B. le systeme Inductlble permet egalement, 
par des prises de ligand joumaiieres, de maintenir a un niveau eieve ie taux 
5 plasmatique de hSeAP, durant une periode egale a la duree du traitement. 



EXEMPLE 13 : Differents ligands des PPAR peuvent activer le systeme 
inductible in vivo, et ceci de maniere dose dependante. 

10 

Le BRL4g653, sous sa forme commercialisee pour le traitement du diabete 
de type II (Avandia^, SmithKline Beecham) et le pioglitazone, sous sa fonme 
commercialisee pour ce meme traitement (Actos"^, Takeda Pharmaceuticals) 
peuvent egalement activer le systeme inductible (figure 26A). La figure 26B 
15 montre egalement que le facteur d'induction est directement correle a la dose de 
ligand utilisee. 

Le systeme, utilisant un recepteur nucleaire PPAR comme regulateur 
transcriptionnel, permet done de controier, de maniere tres precise, ie taux 
plasmatique d'une proteine secretee. De plus, cette r^ulation peut etre obtenue 
20 en utilisant divers ligands des PPAR. 



EXEMPLE 14: Construction d'un plasmide permettant Texpression 
inductible d'un gene dont ie produit est un facteur angiogenique. 

25 

14.1 Constnjction du plasmide Jx10AS-CMV-VEGFa165. 



Le cadre de lecture de VEGF165 humain a ete clone par transcription 
reverse et PGR a partir d'ARN total de placenta humain (Clontech) (Houck et al. 
30 MoL EndocrinoL 12 (1991) 1806-1814) puis insere dans un plasmide pBluescript 

e 

(Stratagene) contenant le promoteur CMV E/P de la position -522 a +72 et ie 
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polyA tardif de SV40, pour donner le plasmide pXL3218. Ce dernier a ete ensuite 
digere par Hindlll et BsrGI pour isoler le fragment A Hindlll-BsrGI de 482 pb. Le 
plasmide pXL3218 a egalement ete digere par BsrGI et BamHI pour isoler le 
fragment B BsrGI-BamHI de 390 pb. Les fragments A et B ont ete inseres dans le 
5 plasmide Jx10AS-CMV-pGL3 prealablement digere par Hindlll et BamHI pour 
donner le plasmide Jx10AS-CM\/-VEGFa165. Ce plasmide contient I'ADN 
compiementaire du gene codant pour le VEGF^ies dont Texpression est sous 
controle d'un promoteur inductibie par le systeme utilisant les PPARs comme 
regulateur transcriptionnel. Une representation schematique du plasmide 
10 Jx10AS-CMV-VEGF;^165 est presentee dans la figure 27. 

Ce plasmide poura etre utilise, par exemple, pour controler dans le temps 
ractivite angtogenique du VEGF a des fins therapeutiques. 

15 
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REVENDICATIONS 

1 . Composition comprenant : 

(a) un premier element comprenant un acide nucleique d'interet sous 
5 controle d'un promoteur inductible comprenant un element de reponse a un 

PPAR et un promoteur transcrlptionnel minimal, et 

(b) un deuxieme element comprenant un acide nucleique codant un PPAR 
sous contrdle d*un promoteur transcrlptionnel, 

en vue de leur utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

10 

2. Composition selon la revendication 1 , caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre: 

(c) un ligand de PPAR. 

en vue d'une utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

15 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que les 
Elements (a) et (b) sont portes par des constructions genetiques distinctes. 

4. Composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que les 
20 elements (a) et (b) sont assembles dans une meme construction genetique. 

5. Composition selon la revendication 3 ou 4, caracterisee en ce que la 
construction genetique est un vecteur plasmidique ou viral. 

25 6. Composition selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que 
I'element de reponse a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de liaison du 
PPAR. 

7. Composition selon la revendication 6, caracterisee en ce que I'element de 
30 reponse a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence SEQ ID NO:1 
ou de variants fonctionnels de cette sequence. 
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8. Composition selon la revendication 6, caracterisee en ce que I'element de 
reponse a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence SEQ ID NO: 5 
ou de variants fonctionnels de cette sequence. 

5 

9. Composition selon les revendications 6 a 8, caracterisee en ce que Telement 
de reponse comprend jusqu'a 30 sites de liaison, de preference de 3 a 20, plus 
preferentiellement de 5 a 15. 

10 10. Composition selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce que le 
promoteur minimal est un promoteur d'un gene cellulaire ou viral delete de 
region(s) non essentielle(s) a Pactivite transcriptionnelle. 

11. Composition selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce que le 
15 promoteur inductible comprend en outre une region ampiificatrice. 

12. Composition selon Tune des revendications 1 a 11, caracterisee en ce que le 
promoteur minimal et I'element de reponse a un PPAR sont dans la meme 
orientation. 

20 

13. Composition selon Tune des revendications 1 a 1 1, caracterisee en ce que le 
promoteur minimal et Telement de reponse a un PPAR sont en orientation 
inverse. 

25 14. Composition selon Tune des revendications 1 a 13. caracterisee en ce que 
I'acide nucleique codant un PPAR code un PPARa ou un PPARy. 

15. Composition selon Tune des revendications 1 a 14, caracterisee en ce que 
Tacide nucleique codant un PPAR code un PPAR modifie comprenant 
30 plusieurs sites de liaison au ligand. 
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16. Composition selon Tune des renvendications 1 a 15, caracterisee en ce 
qu'elle comprend en outre un element (d) compenant un acide nucleique 
codant un RXR sous le controle d'un promoteur transcriptionneL 

5 17. Vecteur comprenant un element (a) et un element (b) selon la revendication. 

18. Vecteur selon la revendication 17, caracterise en ce que les elements (a) et 
(b) sont en orientation opposee. 

10 19. Vecteur selon la revendication 17 ou 18, caracterise en ce que le promoteur 
inductible de Telement (a) et le promoteur transcriptionnel de Telement (b) 
sont assembles dans le vecteur pour former un promoteur bidirectionnel 
regulable. 

15 20. Vecteur selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il comprend, dans le 
sens 5->3', un premier acide nucleique codant un PPAR, un premier 
promoteur transcriptionnel minimal contrdlant I'expression dudit premier acide 
nucleique, un ou plusieurs elements de reponse a un PPAR, un deuxieme 
promoteur transcriptionnel minimal et, sous le contrdle dudit deuxieme 

20 promoteur transcriptionnel minimal, un deuxieme acide nucleique codant un 

produit d'interet. 

21. Vecteur selon Tune des revendications 17 a 20 caracterise en ce qu'il 
comprend en outre un element (d) selon la revendication 16. 

25 

22. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 1 a 16 ou d'un 
vecteur selon Tune des revendications 17 a 21 pour exprimer un acide 
nucleique d'interet dans une cellule ex vivo ou in vitro. 

30 23. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 1 a 16 ou d'un 
vecteur selon Tune des revendications 17 a 21 pour la preparation d'un 
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produit destine a exprimer un acide nucleique d'interet dans une cellule in 
vivo. 

24. Procede pour ('expression reguiee d'un acide nucleique dans une cellule, In 
5 vitro ou ex vivo comprenant la mise en contact de ladite cellule avec une 

composition selon I'une des revendications 1 a 16 ou un vecteur selon Tune 
des revendications 17 a 21. 

25. Procede selon la revendication 24, caracterise en ce qu'il s*agit d'une cellule 
10 mammlfere. de preference humaine. 

26. Procede selon la revendication 25, caracterise en ce qu'il s*agit d'une cellule 
muscuiaire. 

15 27. Cellule modlfiee par mise en contact avec une composition selon I'une des 
revendications 1 a 16 ou un vecteur selon Tune des revendications 17 a 21. 

28. PPAR modifie comprenant plusieurs sites de liaison au ligand. 

20 29. Acide nucleique codant pour un PPAR selon la revendication 28. 

30. Procede d'identification de ligands des PPAR, comprenant ia mise en 
contact d'une cellule selon la revendication 27 avec une molecule test et la 
mise en evidence d*une expression de Tacide nucleique d'interet. 

25 
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REVENDICATIONS MODIFIEES 

[revues par le Bureau international le 3 Janvier 2001 (03.01.01); 
revendications originaies 1-30 rempiacees par ies nouveiles revendications 1-33 (4 pages)] 

1 . Composition comprenant : 

(a) un premier element comprenant un acide nucleique d'interet sous 
contrdle d'un promoteur inductible comprenant un element de reponse a un PPAR 
et un promoteur transcriptionnel minimal, et 

(b) un deuxieme element comprenant un acide nucleique codant un PPAR 
sous contrdle d'un promoteur transcriptionnel, 

en vue de leur utilisation simultanee, separ^e ou espacee dans le temps. 

2. Composition selon la revendication 1 , caracteris^e en ce qu'elie comprend en 

outre: 

(c) un ligand de PPAR. 

en vue d'une utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que Ies elements 
(a) et (b) sont portes par des constructions genetiques distinctes. 

4. Composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que Ies elements 
(a) et <b) sont assembles dans une meme construction genetique. 

5. Composition selon la revendication 3 ou 4, caracterisee en ce que la 
construction genetique est un vecteur plasmidique ou viral. 

6. Composition selon la revendication 5, caracterisee en ce que le vecteur viral est 
un virus adeno-associe (AAV). 

7. Composition selon I'uhe des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que 
I'element de rdponse a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de liaison du 
PPAR. 

8. Composition selon la revendication 7, caracterisee en ce que I'element de 
reponse a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence SEQ ID N0:1 
ou de variants fonctionnels de cette sequence. 
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9. Composition selon la revendication 7, caracterisee en ce que ('element de 
reponse a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence SEQ ID NO: 5 
ou de variants fonctionnels de cette sequence. 

10. Composition selon les revendications 7 a 9, caracterisee en ce que ('element 
de reponse comprend jusqu'a 30 sites de liaison, de preference de 3 a 20, plus 
preferentieilement de 5 a 15. 

11. Composition selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce que le 
promoteur minimal est un promoteur d'un gene celiuiatre ou viral delete de 
region(s) non essentielle(s) a ractivite transcriptionnelle. 

12. Composition selon Tune des revendications 1 a 11, caracterisee en ce que le 
promoteur inductibie comprend en outre une region amplificatrtce. 

13. Composition selon Tune des revendications 1 a 12, caracterisee en ce que ie 
promoteur minimal et I'etement de reponse k un PPAR sent dans la m§me 
orientation. 

14. Composition selon I'une des revendications 1 a 12, caracterisee en ce que le 
promoteur minimal et Teiement de reponse a un PPAR sont en orientation inverse. 

15. Composition selon Tune des revendications 1 a 14, caracterisee en ce que 
Tacide nucleique codant un PPAR code un PPARa ou un PPARy. 

16. Composition selon Tune des revendications 1 a 15, caracterisee en ce que 
Tacide nucleique codant un PPAR code un PPAR modifie comprenant plusieurs 
sites de liaison au ligand. 

17. Composition selon Tune des revendications 1 a 16, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre un element (d) comprenant un actde nucleique codant un RXR 
sous ie contrdle d*un promoteur transcriptionnel. 
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18. Vecteur comprenant un element (a) et un element (b) selon la revendicatlon 1 . 

19. Vecteur selon la revendicatlon 18, caracterise en ce que ies elements (a) et (b) 
sont en orientation opposee. 

20. Vecteur selon ia revendicatlon 18 ou 19, caracterise en ce que le promoteur 
inductible de {'element (a) et le promoteur transcriptionnel de ('element (b) sont 
assembles dans le vecteur pour former un promoteur bidirectionnel regulable. 

21. Vecteur selon la revendicatlon 20, caracterise en ce qu'il comprend, dans le 
sens 5'->3', un premier acide nucleique codant un PPAR, un premier 
promoteur transcriptionnel minimal controlant I'expression dudit premier acide 
nucleique, un ou plusleurs elements de reponse a un PPAR, un deuxieme 
promoteur transcriptionnel minimal et, sous le contrdle dudit deuxieme 
promoteur transcriptionnel minimal, un deuxieme acide nucleique codant un 
produit d'intdret. 

22. Vecteur selon Tune des revendications 18 ^ 21 caracterise en ce qu'il 
comprend en outre un element (d) selon la revendicatlon 17. 

23. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 1 k 17 ou d'un 
vecteur selon l*une des revendications 18 a 22 pour exprimer un acide 
nucleique d'interet dans une cellule ex vivo ou in vitro. 

24. Utilisation d'une composition seion Tune des revendications 1 a 17 ou d'un 
vecteur selon Tune des revendications 1 8 a 22 pour la preparation d'un produit 
destine a exprimer un acide nucleique d'interet dans une cellule in vivo. 

25. Precede pour {'expression regulee d'un acide nucleique dans une cellule, in 
vitro ou ex vivo, comprenant la mise en contact de iadite cellule avec une 
composition selon I'une des revendications 1 a 17 ou un vecteur seion Tune 
des revendications 18 a 22. 
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26. Proc6d6 selon ia revendication 25, caracterise en ce qu'il s'agit d'une cellule 
mammlfere, de preference humaine. 

27. Precede selon la revendication 26, caracteris§ en ce qu'il s'agit d'une cellule 
muscuiaire. 

28. Precede de regulation de I'expression d'un acide nucleique in vivo comprenant 
I'admlnistration d'une composition selon I'une des revendications 1 17 ou 
d'un vecteur selon I'une des revendications 18 a 22. 

29. Cellule modifiee par mise en contact avec une connposition selon I'une des 
revendications 1 a 17 ou un vecteur selon I'une des revendications 18 a 22. 

30. PPAR modifie comprenant plusieurs sites de liaison au llgand. 

31 . Acide nucleique codant pour un PPAR selon la revendication 30. 

32. Procede d'identification de ligands des PPARs, comprenant la mise en contact 
d'une cellule selon la revendication 29 avec une molecule test et la mise en 
evidence d'une expression de t'adde nucleique d'inter§t. 

33. Procede d'identification de ligands des PPARs in vivo caract6rise en ce 
que Ton administre une composition selon I'une des revendications 1 a 17 ou 
un vecteur selon I'une des revendications 18 22 ainsi qu'une motecule test, et 
que Ton met en Evidence une expression de I'acide nucleique d'interet. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> AVENTIS PHARMA S.A. 

<120> Systems de regulation pharmacologique de 1 ' expression 
utilisant les recepteurs nucleaxres PPAR et leurs 
ligands. 

<130> SEQUENCES 

<140> 
<141> 

cl60> 28 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

tcaaccttta ccctggtag 



<210> 2 

<211> 27 

<212> ADN 

<:213> Homo sapiens 

<400> 2 

tcgccaagct tctcgtgatc tgcggca 



<210> 3 

<211> 37 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

c400> 3 

acgtgtcgac actagtggct agaggatctc taccagg 



<210> 4 

<211> 48 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

^400> 4 

cgatggtacc ctcgagcaat gtgctagcga gatccttcaa cctttacc 
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<210> 5 
<211> 13 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 5 

aggtcaaagg tea 13 



<210> 6 
<211> 69 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 6 

acgtgtcgac actagtcaaa actaggtcaa aggtcacgga aaactaggtc aaaggtcacg 60 
gaaaactag 6 9 



<210> 7 
<211> 64 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 7 

cgatggtacc ctcgagcaat gtgctagccg tgacctttga cctagttttc cgtgaccttt 60 
gacc 64 



<210> 8 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 8 

acgtagatct cggtaggcgt gtacggtggg ag 32 



c210> 9 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 9 

acgtaagctt ctatggaggt caaaacagc 29 



<210> 10 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 10 
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ggtttgctga atgtgaagcc c 



21 



<210> 11 

<211> 42 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 11 

agtctctaga gctacgcgta caagtccttg tagatctcct gc 42 

<210> 12 

<211> 32 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<210> 13 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 13 

gcctttgagt gagctgatac c 21 



<210> 14 

<211> 35 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<210> 15 

<211> 36 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 

agtcactagt ccatggcrgc ccagtgcctc acgacc 36 

<210> 16 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 12 

agtcacgcgt gggcgatctt gacaggaaag ac 



32 



<400> 14 

agtcactagt aagctttttg ccgccagaac acagg 



35 



<:400> 16 

caggtttgct gaatgtgaag c 



21 
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<210> 17 

<211> 40 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 17 

tgacgtgtcg acctagtaca agtccttgta gatctcctgc 40 

<210> 18 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<210> 19 
<211> 35 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 19 

agtcgctagc gacggatcct tatcgatttt accac 35 

<210> 20 
<211> 50 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<210> 21 

<211> 42 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 21 

tacggggtac ccagacatga taagatacat tgatgagttt gg 42 

<210> 22 

<211> 33 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 18 

agtcgtcgac gcttcgagca gacatgataa g 



31 



<400> 20 

gtcagctagc ctactcgagc caccatgggt gaaactctgg gagatnctcc 



50 



<400> 22 

gtcagctagc cggtaggcgt gtacggtggg agg 



33 
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5 



<210> 23 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 23 

tacgctcgag cttctatgga ggtcaaaaca gcg 33 



<210> 24 
<211> 750 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 24 

Met Gly Glu Thr Leu Gly Asp Ser Pro lie Asp Pro Glu Ser Asp Ser 
15 10 15 

Phe Thr Asp Thr Leu Ser Ala Asn lie Ser Gin Glu Met Thr Met Val 
20 25 30 

Asp Thr Glu Met Pro Phe Trp Pro Thr Asn Phe Gly lie Ser Ser Val 
35 40 45 

Asp Leu Ser Val Met Glu Asp His Ser His Ser Phe Asp lie Lys Pro 
50 55 60 

Phe Thr Thr Val Asp Phe Ser Ser lie Ser Thr Pro His Tyr Glu Asp 
65 70 75 80 

lie Pro Phe Thr Arg Thr Asp Pro Val Val Ala Asp Tyr Lys Tyr Asp 
85 90 95 

Leu Lys Leu Gin Glu Tyr Gin Ser Ala lie Lys Val Glu Pro Ala Ser 
100 105 110 

Pro Pro Tyr Tyr Ser Glu Lys Thr Gin Leu Tyr Asn Lys. Pro His Glu 
115 120 125 

Glu Pro Ser Asn Ser Leu Met Ala He Glu Cys Arg Val Cys Gly Asp 
130 135 140 

Lys Ala Ser Gly Phe His Tyr Gly Val His TQa Cys Glu Gly Cys Lys 
145 150 155 160 

Gly Phe Phe Arg Arg Thr He Arg Leu Lys Leu He Tyr Asp Arg Cys 
165 170 175 

Asp Leu Asn Cys Arg He His Lys Lys Ser Arg Asn Lys Cys Gin Tyr 
180 185 190 



Cys Arg Phe Gin Lys Cys Leu Ala Val Gly Met Ser His Asn Ala He 
, 195 200 205 
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Arg Phe Gly Arg Met Pro Gin Ala Glu Lys Glu Lys Leu Leu Ala Glu 
210 215 220 

lie Ser Ser Asp lie Asp Gin Leu Asn Pro Glu Ser Ala Asp Leu Arg 
225 230 235 240 

Ala Leu Ala Lys His Leu Tyr Asp Ser Tyr lie Lys Ser Phe Pro Leu 
245 250 255 

Thr Lys Ala Lys Ala Arg Ala He Leu Thr Gly Lys Thr Thr Asp Lys 
260 265 270 

Ser Pro Phe Val He Tyr Asp Met Asn Ser Leu Met Met Gly Glu Asp 
275 280 285 

Lys He Lys Phe Lys His He Thr Pro Leu Gin Glu Gin Ser Lys Glu 
290 295 300 

Val Ala He Arg He Phe Gin Gly Cys Gin Phe Arg Ser Val Glu Ala 
305 310 315 320 

Val Gin Glu He Thr Glu Tyr Ala Lys Ser He Pro Gly Phe Val Asn 
325 330 335 

Leu Asp Leu Asn Asp Gin Val Thr Leu Leu Lys Tyr Gly Val His Glu 
340 345 350 

He He Tyr Thr Met Leu Ala Ser Leu Met Asn Lys Asp Gly Val Leu 
355 360 365 

He Ser Glu Gly Gin Gly Phe Met Thr Arg Glu Phe Leu Lys Ser Leu 
370 375 380 

Arg Lys Pro Phe Gly Asp Phe Met Glu Pro Lys Phe Glu Phe Ala Val 
385 390 395 400 

Lys Phe Asn Ala Leu Glu Leu Asp Asp Ser Asp Leu Ala He Phe He 
405 410 415 

Ala Val He He Leu Ser Gly Asp Arg Pro Gly Leu Leu Asn Val Lys 
420 425 430 

Pro He Glu Asp He Gin Asp Asn Leu Leu Gin Ala Leu Glu Leu Gin 
435 440 445 

Leu Lys Leu Asn His Pro Glu Ser Ser Gin Leu Phe Ala Lys Leu Leu 
450 455 460 

Gin Lys Met Thr Asp Leu Arg Gin He Val Thr Glu His Val Gin Leu 
465 470 475 480 

Leu Gin Val He Lys Lys Thr Glu Thr Asp Met Ser Leu His Pro Leu 
485 490 495 

t 

Leu Gin Glu He Tyr Lys Asp Leu Tyr Ala Trp Ala He Leu Thr Gly 
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500 505 510 

Lys Thr Thr Asp Lys Ser Pro Phe Val He Tyr Asp Met Asn Ser Leu 
515 520 525 

Met Met Gly Glu Asp Lys He Lys Phe Lys His He Thr Pro Leu Gin 
530 535 540 

Glu Gin Ser Lys Glu Val Ala He Arg He Phe Gin Gly Cys Gin Phe 
545 550 555 560 

Arg Ser Val Glu Ala Val Gin Glu He Thr Glu Tyr Ala Lys Ser He 
565 570 575 

Pro Gly Phe Val Asn Leu Asp Leu Asn Asp Gin Val Thr Leu Leu Lys 
580 585 590 

Tyr Gly Val His Glu He He Tyr Thr Met Leu Ala Ser Leu Met Asn 
595 600 605 

Lys Asp Gly Val Leu He Ser Glu Gly Gin Gly Phe Met Thr Arg Glu 
610 615 620 

Phe Leu Lys Ser Leu Arg Lys Pro Phe Gly Asp Phe Met Glu Pro Lys 
625 630 635 640 

Phe Glu Phe Ala Val Lys Phe Asn Ala Leu Glu Leu Asp Asp Ser Asp 
645 650 655 

Leu Ala He Phe He Ala Val He He Leu Ser Gly Asp Arg Pro Gly 
660 665 670 

Leu Leu Asn Val Lys Pro He Glu Asp He Gin Asp Asn Leu Leu Gin 
675 680 685 

Ala Leu Glu Leu Gin Leu Lys Leu Asn His Pro Glu Ser Ser Gin Leu 
690 695 700 

Phe Ala Lys Leu Leu Gin Lys Met Thr Asp Leu Arg Gin 'He Val Thr 
705 710 715 720 

Glu His Val Gin Leu Leu Gin Val He Lys Lys Thr Glu Thr Asp Met 
725 730 735 

Ser Leu His Pro Leu Leu Gin Glu He Tyr Lys Asp Leu Tyr 
740 745 750 



<210> 25 
<211> 467 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



kAOO> 25 
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Met Met Gly Glu Asp Lys lie Lys Phe Lys His lie Thr Pro Leu Gin 
15 10 15 

Glu Gin Ser Lys Glu Val Ala lie Arg lie Phe Gin Gly Cys Gin Phe 
20 25 30 

Arg Ser Val Glu Ala Val Gin Glu He Thr Glu Tyr Ala Lys Ser He 
35 40 45 

Pre Gly Phe Val Asn Leu Asp Leu Asn Asp Gin Val Thr Leu Leu Lys 
50 55 60 

Tyr Gly Val His Glu He He Tyr Thr Met Leu Ala Ser Leu Met Asn 
65 70 75 80 

Lys Asp Gly Val Leu He Ser Glu Gly Gin Gly Phe Met Thr Arg Glu 
85 90 95 

Phe Leu Lys Ser Leu Arg Lys Pro Phe Gly Asp Phe Met Glu Pro Lys 
100 105 110 

Phe Glu Phe Ala Val Lys Phe Asn Ala Leu Glu Leu Asp Asp Ser Asp 
115 120 125 

Leu Ala He Phe He Ala Val He He Leu Ser Gly Asp Arg Pro Gly 
130 135 140 

Leu Leu Asn Val Lys Pro He Glu Asp He Gin Asp Asn Leu Leu Gin 
145 150 155 160 

Ala Leu Glu Leu Gin Leu Lys Leu Asn His Pro Glu Ser Ser Gin Leu 
165 170 175 

Phe Ala Lys Leu Leu Gin Lys Met Thr Asp Leu Arg Gin He Val Thr 
180 185 190 

Glu His Val Gin Leu Leu Gin Val He Lys Lys Thr Glu Thr Asp Met 
195 200 205. 

Ser Leu His Pro Leu Leu Gin Glu He Tyr Lys Asp Leu Tyr Ala Trp 
210 215 220 

Ala He Leu Thr Gly Lys Thr Thr Asp Lys Ser Pro Phe Val He Tyr 
225 230 235 240 

Asp Met Asn Ser Leu Met Met Gly Glu Asp Lys He Lys Phe Lys His 
245 250 255 

He Thr Pro Leu Gin Glu Gin Ser Lys Glu Val Ala He Arg He Phe 
260 265 270 

Gin Gly Cys Gin Phe Arg Ser Val Glu Ala Val Gin Glu He Thr Glu 
275 260 285 



Tyr Ala Lys Ser He Pro Gly Phe Val Asn Leu Asp Leu Asn Asp Gin 
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290 

Val Thr Leu Leu Lys 
305 

Ala Ser Leu Met Asn 
325 

Phe Met Thr Arg Glu 
340 

Phe Met Glu Pro Lys 
355 

Leu Asp Asp Ser Asp 
370 

Gly Asp Arg Pro Gly 
385 

Asp Asn Leu Leu Gin 
405 

Glu Ser Ser Gin Leu 
420 

Arg Gin lie Val Thr 
435 

Thr Glu Thr Asp Met 
450 

Asp Leu Tyr 
465 



295 

Tyr Gly Val His Glu He 
310 315 

Lys Asp Gly Val Leu lie 
330 

Phe Leu Lys Ser Leu Arg 
345 

Phe Glu Phe Ala Val Lys 
360 

Leu Ala He Phe He Ala 
375 

Leu X«eu Asn Val Lys Pro 
390 395 

Ala Leu Glu Leu Gin Leu 
410 

Phe Ala Lys Leu Leu Gin 
425 

Glu His Val Gin Leu Leu 
440 

Ser Leu His Pro Leu Leu 
455 



300 

He Tyr Thr Met Leu 
320 

Ser Glu Gly Gin Gly 
335 

Lys Pro Phe Gly Asp 
350 

Phe Asn Ala Leu Glu 
365 

Val He He Leu Ser 
380 

He Glu Asp He Gin 
400 

Lys Leu Asn His Pro 
415 

Lys Met Thr Asp Leu 
430 

Gin Val He Lys Lys 
445 

Gin Glu He Tyr Lys 
460 



<210> 26 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 26 

cccgttacat aacttacggt aaatggcccg 30 



<210> 27 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 27 

gggacgcgct tctacaaggc gctggccgaa 30 
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<210> 28 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 28 

cgactctaga agatcttgcc ccgcccagcg 30 
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